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I. Les membranes cellulaires 
 La membrane plasmique A.
1) Une structure délimitant la cellule et retrouvée dans tous 
les organismes vivants 
En 1665, l’anglais Robert Hooke est le premier scientifique à avoir défini la notion de 
cellule biologique, après avoir observé des cellules mortes dans des coupes de liège 
(provenant du chêne-liège) comme on peut le voir sur la Figure 1. Il pensait que seul le 
liège était composé de petites chambres 1 agencées comme les cellules d’un nid 
d’abeille, d’où le nom de cellules. 
 
Figure 1 : Cellules observées par R. Hooke dans du liège de chêne-liège 1 
 
Il a fallu attendre presque deux siècles, en 1838 et 1839 pour que deux scientifiques 
allemands, Matthias Schleiden et Theodor Schwann, définissent la théorie cellulaire dont la 
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base est que « la cellule est l’unité fondamentale des êtres vivants » 2, 3. Cette théorie a 
ensuite été développée par un médecin allemand, Rudolf Virchow qui a énoncé que « toute 
cellule provient d’une autre cellule » (1855) 4. Les autres axiomes de la théorie cellulaire sont 
les suivants :  
 la cellule est une unité vivante et l’unité de base du vivant, 
 il y a individualité cellulaire grâce à la membrane plasmique qui règle les échanges 
entre la cellule et son environnement. 
 la cellule renferme sous forme d’acide désoxyribonucléique (ADN) l’information 
nécessaire à son fonctionnement et à sa reproduction. 
 
Depuis, il a été montré que la membrane plasmique est commune à tous les organismes 
vivants, qu’ils soient animaux, végétaux, unicellulaires ou pluricellulaires. Par contre, la 
composition de la membrane plasmique n’est pas commune à tous les organismes (cf. I.A. 
2)). La membrane plasmique délimite la cellule mais cette délimitation n’est pas totalement 
étanche car toute cellule doit échanger des molécules avec son environnement (absorption 
sélective de nutriments, sécrétion de molécules dans l’environnement cellulaire) et c’est la 
membrane plasmique qui définit les règles de ces échanges entre la cellule et son 
environnement.  
2) Structure et composition biochimique de la membrane 
plasmique 
a) Notions historiques 
Les premiers travaux sur la composition des membranes plasmiques datent de la fin du dix-
neuvième siècle et c’est Charles Ernest Overton, pendant la période 1895-1901, qui a émis 
le premier l’hypothèse de la nature lipidique de cette barrière après avoir observé que la 
capacité d’une substance à traverser la membrane plasmique dépend de son caractère 
hydrophobe 5, 6. Il a fallu attendre 1925 et les travaux d’Evert Gorter et de François Grendel 
pour que la structuration de la membrane plasmique en bicouche lipidique soit évoquée. Les 
deux scientifiques ont travaillé sur des extraits de lipides d’érythrocytes humains et ont 
évalué l’aire que ces extraits lipidiques couvraient sur une surface d’eau. Ils ont observé que 
cette aire était deux fois supérieure à celle des érythrocytes. C’est ainsi qu’ils ont compris 
que la membrane plasmique était une bicouche lipidique 7. Puis en 1935, James Frederic 
Danielli et Hugh Davson ont proposé un modèle moléculaire où la bicouche lipidique est 




Figure 2 : Modèle membranaire de Davson et Danielli  9 
 
Ce modèle permettait d’expliquer que les membranes biologiques absorbent plus d’eau à 
leur surface que des membranes artificielles composées uniquement de 
phosphoglycérolipides. Ce modèle présentait quelques incohérences. Il était difficile 
d’envisager pour différents scientifiques que toutes les membranes sont uniformes et 
identiques alors qu’en microscopie électronique il y a des différences entre les membranes 
des organites et la membrane plasmique par exemple. Par ailleurs, les protéines 
membranaires sont beaucoup moins solubles dans l’eau que les protéines du cytosol. Elles 
possèdent des parties hydrophobes et des parties hydrophiles et le modèle de Davson et 
Danielli implique que leurs parties hydrophobes auraient été en contact avec des espaces 
hydrophiles. C’est en réponse à ces questionnements émergents que Jonathan Singer et 
Garth Nicolson ont proposé le modèle de la mosaïque fluide (Cf. I.A. 3)). Dans ce modèle, 
les parties hydrophiles des phospholipides sont en contact direct avec l’eau. Les protéines 
sont insérées totalement ou partiellement dans la membrane où elles peuvent se déplacer 
(Figure 3). 
 
Figure 3 : Modèle membranaire de la mosaïque fluide de Singer et Nicolson  9 








Partie hydrophile d’une protéine 
Partie hydrophobe d’une protéine 





b) Les lipides 
Les membranes plasmiques sont généralement constituées d’environ 50% de lipides et 
d’environ 50% de protéines 10. Les différents lipides représentés dans la membrane des 
eucaryotes sont les phospholipides (environ 60%) et le cholestérol (environ 40%)  10. Ces 
proportions varient d’une espèce à une autre et d’un type cellulaire à un autre. Les 
phospholipides s’assemblent spontanément en bicouche lipidique dont l’épaisseur est 
comprise entre 3 à 5 nanomètres en fonction de la composition lipidique. 
i. Les phospholipides 
Les phospholipides sont des lipides amphiphiles. La partie hydrophile est constituée d’une 
tête polaire contenant un groupement phosphate alors que la partie hydrophobe est 
composée de deux acides gras reliés entre eux soit par un glycérol (les phosphoglycérides) 
soit par une sphingosine (les sphingolipides) 11. Les quatre phospholipides les plus 
représentés dans la membrane plasmique des mammifères sont la phosphatidylcholine 
(PtdCho) (Figure 4), la phosphatidylsérine (PtdSer), la phosphatidyléthanolamine (PtdEtn) et 
la sphingomyéline (SM)  10. Les acides gras sont généralement composés de 14 à 24 atomes 
de carbone. L’une des chaînes hydrocarbonées possède en général une ou plusieurs 
insaturations alors que l’autre est insaturée (cas des phospholipides les plus représentés 
dans les membranes biologiques) 12. Ces insaturations créent un angle dans la chaîne 
aliphatique et jouent un rôle important dans la fluidité des membranes. 
 
 
Figure 4 : Exemple de la phosphatidylcholine. (A) représentation schématique. (B) 
formule semi-développée. (C) modèle compact. (D) symbole. Source : Alberts (2004) 12. 
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La PtdSer a la particularité de posséder une tête chargée négativement.  
La longueur de la chaîne carbonée est aussi un paramètre important pour la fluidité de la 
membrane. La structure amphiphile des phospholipides permet un auto assemblage 
spontané de ces lipides en bicouches de 3 à 5 nm (pour la plupart des biomembranes) 13 
lorsqu’ils sont dans un milieu aqueux et que les parties hydrophiles de chaque feuillet sont 
en contact avec des milieux aqueux (par exemple le cytoplasme d’un côté et le milieu 
extracellulaire de l’autre). Il n’existe pas de liaison covalente entre les phospholipides et la 
structure de la bicouche lipidique est maintenue uniquement par des interactions faibles de 
type interactions hydrophobes. La géométrie moyenne des lipides des membranes 
biologiques en conditions physiologiques est souvent assimilée à une géométrie cylindrique 
de section d’environ 0,63 nm et de longueur moyenne 1 à 1,5 nm selon le type de chaîne 
carbonée 14. En réalité, il existe différentes formes géométriques selon les différents types de 
phospholipides. En effet, les molécules de PtdEtn ont une forme conique, les molécules de 
lysophosphatidylcholine ont une forme de cône inversé et les molécules de PtdCho ont une 
forme cylindrique 15 
Les types de phospholipides présents dans les membranes plasmiques diffèrent d’une 
espèce à une autre. Chez la bactérie Escherichia coli (E. coli) 80% des phospholipides 
membranaires sont des phosphatidyléthanolamines alors qu’il y en a 4 fois moins dans les 
érythrocytes de mammifère 16. 
ii. Le cholestérol 
Le cholestérol est retrouvé exclusivement dans le monde animal eucaryote (il n’y a pas de 
cholestérol chez les procaryotes 12) et est le deuxième composant lipidique de la membrane 
plasmique de ces organismes. Le cholestérol présent dans le règne animal a pour analogue, 
en structure et en rôle, les phytostérols dans le règne végétal. D’une part, le cholestérol est 
composé d’un groupement hydroxyle qui correspond à la partie hydrophile du cholestérol et 
qui se positionne au niveau des têtes polaires des phospholipides dans la bicouche. D’autre 
part, il possède une partie hydrophobe composée d’une structure rigide, le cycle stéroïdien 
(quatre cycles jointifs), et d’une queue hydrocarbonée (Figure 5) qui est insérée au niveau 
des queues des phospholipides.  
Le cholestérol est le précurseur de certaines hormones sexuelles telles que la progestérone 
et la testostérone mais aussi de la vitamine D.  
On définit différents états de phase de la bicouche lipidique nommés so pour phase solide 
ordonnée ou gel où toutes les queues aliphatiques sont alignées, ld pour phase liquide 
désordonnée où l’orientation des queues aliphatiques est aléatoire et lo phase liquide 





Figure 5 : La molécule de cholestérol. (A) formule semi-développée. (B) représentation 
schématique. (C) modèle compact. Source : Alberts (2004) 12. 
 
Ces différents états conditionnent la fluidité de la membrane car ils sont à relier avec 




Figure 6 : Etats de phase des biomembranes. L’organisation des queues hydrophobes 














La présence de cholestérol dans les membranes biologiques en change les propriétés 
physico-chimiques. Le cholestérol inséré dans les membranes modifie la fluidité 
membranaire en créant une région rigide au niveau de l’interaction entre les acides gras et le 
cycle stéroïdien 12. Aux températures basses, le cholestérol abaisse le point de fusion de la 
membrane en limitant l’entassement des phosphoglycérolipides 9. Prenons l’exemple de 
l’effet de la proportion de cholestérol sur la fluidité d’une membrane composée d’un seul type 
de phospholipides le dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) qui est un modèle pour l’étude 
des membranes biologiques. L’état de phase de la bicouche lipidique dépend de la 
température et de la concentration en cholestérol. Il existe des zones ld-lo, so-lo et ld-so qui 
correspondent respectivement à des mélanges de phases liquide désordonnée et liquide 
ordonnée, solide ordonnée et liquide ordonnée et pour finir liquide désordonnée et solide 
ordonnée. 
 
Figure 7 : Diagramme de phase du DPPC en fonction de la quantité de cholestérol et 
de la température. Courbes déterminées par calorimétrie différentielle à balayage et 
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ²H. Source : Vist et Davis (1990) 18. 
 
D’après le diagramme de la Figure 7, si la membrane est à une température légèrement 
supérieure à la température de fusion des lipides on voit que l’augmentation de la 
concentration en cholestérol fait passer de la phase ld à un mélange ld-lo entre cette phase et 
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la phase lo. C’est-à-dire que le cholestérol ordonne le système et modifie la rigidité de 
l’ensemble en fonction de la proportion de cholestérol et de la température. Par exemple, la 
température de fusion du DPPC pur est proche de 313°K et elle est modifiée par l’ajout de 
cholestérol. En effet, pour une concentration de cholestérol de 30% il n’y a pas de 
solidification de la bicouche si on abaisse la température jusqu’à 302°K ce qui montre bien 
que l’augmentation de la concentration de cholestérol permet de conserver une fluidité de la 
membrane à une température plus basse que celle de fusion des phospholipides.  
L’augmentation de la proportion de cholestérol dans les membranes est un système naturel 
de défense contre le froid de certains animaux comme par exemple les crustacés qui vivent 
dans le courant froid du Labrador, au large du Québec et qui concentrent le cholestérol dans 
leurs membranes pour en assurer la fluidité 9. 
iii. Le cas particulier des archées 
Les archéobactéries ou archées ont été définies comme l’un des trois règnes du monde 
vivant au même titre que les Bactéries et les Eucaryotes par Carl Woese en 1977 (Figure 8) 
19. Ce sont des organismes unicellulaires procaryotes qui ont été longtemps intégrés dans le 
règne des bactéries. A cause des localisations extrêmes dans lesquelles elles ont été 
trouvées (lacs salés, sources chaudes volcaniques, …) et dans lesquelles la majorité des 
êtres vivants ne peuvent pas survivre, elles ont été appelées bactéries extrêmophiles. 
Cependant, les études phylogénétiques faites dans les années 1970-1980 sur les acides 
ribonucléiques (ARN) ribosomiques ont montré que les archées étaient biochimiquement 
plus proches des eucaryotes que des bactéries. La structure et le métabolisme des archées 
sont néanmoins proches de la structure et du métabolisme des bactéries car ce sont des 
procaryotes capables de différents métabolismes comme la méthanogénèse, par exemple. 
Cependant, certaines structures comme les protéines impliquées dans la réplication, la 





Figure 8 : Arbre phylogénétique de la vie.  (Source : http://www.exobiologie.fr 
/index.php/actualites/publications-scientifiques/origine-et-evolution-des-microorganismes/) 
 
Les archées ont aussi la particularité de posséder des lipides membranaires très différents 
de ceux des bactéries et des eucaryotes puisqu’ils ne possèdent pas d’acides gras reliés au 
glycérol ou à la sphingosine par des liaisons ester mais des longues chaînes d'alcool 
isopréniques attachées au glycérol par des liaisons éther (Figure 9). 
Les lipides des archées ont la particularité de posséder des ramifications au niveau des 
queues carbonées. De plus, ces lipides peuvent être retrouvés sous forme d’une bicouche 
lipidique ou d’une monocouche lipidique selon les organismes. Par ailleurs, les liaisons éther 
de ces lipides sont plus stables que les liaisons ester des bactéries et des eucaryotes. Ces 
propriétés permettent à ces organismes de survivre aux conditions extrêmes de température 





Figure 9 : Comparaison des lipides de la membrane de Bactéries avec ceux de la 
membrane d’archées. a : la membrane de bactérie représentée est composée d’un 
phosphatidylglycérol (en haut) et d’une phosphatidyléthanolamine (en bas). b et c 
représentent des lipides d’archées. b : lipide tetraéther formant une membrane monocouche 
retrouvée chez Thermoplasma acidophilum dont la partie hydrophobe est composée d’un 
caldarchéol C40C40. c : lipides composant une bicouche lipidique d’archées. La partie 
hydrophobe est composée d’un lipide diéther (isoprénoïdes d’Archées C20C20) qui peut être 
retrouvé chez les Halobactéries (bactéries vivant dans les milieux salés). Source : Albers et 
Meyer (2011) 20. 
c) Les protéines 
Les protéines représentent à peu près 50% du poids sec des membranes plasmiques. Les 
protéines possèdent une structure primaire (la séquence d’acides aminés), une structure 
secondaire (les structures de repliement dans l’espace de domaines de type hélice α, par 
exemple), une structure tertiaire (l’association des différentes structures secondaires d’une 
chaîne polypeptidique) et dans certains cas une structure quaternaire (la structure 
tridimensionnelle composée par différentes sous-unités d’une même protéine). Les hélices α 
résultent des interactions entre les résidus des différents acides aminés (liaisons ioniques, 
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hydrophobes, hydrogènes, …). Lorsque les résidus externes de ces hélices α sont 
hydrophobes, il est possible que ce domaine s'insère dans la bicouche lipidique et 
interagisse avec les parties hydrophobes des phospholipides (Figure 10). Lorsque plusieurs 
hélices α sont disposées les unes à côté des autres, l’espace entre ces hélices peut définir 
un canal hydrophobe ou hydrophile selon les résidus présents entre ces hélices et ce canal 





Un tour complet d’hélice α a été mesuré entre 5,03 et 5,44 Å par Pauling et al. en 1951 21. 
Certaines protéines membranaires ne traversent pas totalement la bicouche mais possèdent 
une interaction partielle avec l’un des feuillets de la membrane. Enfin, les protéines 
membranaires peuvent être isolées ou organisées en complexes protéiques. 
d) Asymétries de la membrane plasmique 
Il existe des différences entre les compositions lipidiques et protéiques des deux feuillets de 
la membrane plasmique. Cela génère une asymétrie dont l’origine est à relier aux 
mécanismes de synthèse de cette membrane. 
Dans l’appareil de Golgi, certaines protéines membranaires peuvent être glycosylées. 
L’espace intérieur de l’appareil de Golgi possède des conditions chimiques réductrices, ce 
qui est nécessaire à cet ajout d’un groupement glucidique sur ces molécules membranaires. 
Lorsque ces molécules sont exportées jusqu’à la membrane plasmique par la libération de 
vésicules, ces groupements glucidiques sont retrouvés exclusivement sur le feuillet externe 
de la membrane, ce qui génère une asymétrie 9. De plus, la répartition des phospholipides 
Figure 10 : Schéma d’une hélice α protéique transmembranaire 
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dans les deux feuillets de la membrane n’est pas homogène. Les différents phospholipides 
composant la membrane sont généralement retrouvés dans les deux feuillets membranaires. 
Cependant, certains phospholipides comme la sphingomyéline sont présents 
préférentiellement sur la face externe de la membrane plasmique car ce phospholipide est 
synthétisé dans la lumière de l’appareil de Golgi (comme le manteau glucidique). La PtdSer 
et le phosphatidylinositol (PtdIn), à l’inverse, sont retrouvés majoritairement dans le feuillet 
interne de la membrane plasmique. Cette asymétrie est nécessaire dans certains 
mécanismes moléculaires impliqués dans la signalisation cellulaire, par exemple. En effet, 
les PtdIn font face à l’intérieur du cytoplasme et peuvent ainsi être clivés par la 
phospholipase C, présente dans le cytoplasme, ce qui produit des phosphoinositols solubles 
dans le cytoplasme et des diacylglycérols solubles dans la membrane. Ces molécules sont 
impliquées dans la mise en place du message secondaire après réception d’un signal par 
une protéine membranaire comme par exemple dans le cas des récepteurs couplés à des 
protéines G (Cf. I. A. 4) b) i)  13. 
3) Une mosaïque fluide 
Ces protéines membranaires et ces lipides s’assemblent selon le modèle de Singer et 
Nicolson qui est aussi appelé modèle de la mosaïque fluide. En effet, les lipides et les 
protéines ont la possibilité de se déplacer au sein de cette structure. Les phospholipides 
peuvent réaliser plusieurs mouvements :  
 ils peuvent tourner sur eux même autour de l’axe passant par la tête hydrophile et la 
queue hydrophobe, 
 ils peuvent diffuser dans la membrane parallèlement au plan de la membrane avec 
un coefficient de diffusion de 10-12 m²/s dans la membrane plasmique et de 10-11 m²/s 
dans une bicouche purement lipidique 13, 
 ils peuvent passer d’un feuillet à l’autre en réalisant un flip flop grâce à des enzymes 
(les flippases). Pour un phospholipide donné, le phénomène de flip-flop ne se produit 
en moyenne qu’une fois en plusieurs heures 9. 
La diffusion latérale des lipides a été montrée avec la méthode du FRAP (Fluorescence 
Recovery After Photobleaching). Dans cette expérience, des lipides ont été marqués avec 
des molécules fluorescentes. La fluorescence est localement détruite par génération d’un 
photoblanchiement à l’aide d’une impulsion laser puissante puis l’intensité de la fluorescence 
est suivie au niveau de cette zone altérée. En quelques minutes, l’intensité de fluorescence 
remonte pour atteindre la valeur des zones non altérées car les phospholipides qui n’ont pas 
été exposé au laser et qui sont encore fluorescents se déplacent de la zone non traitée à la 
zone traitée ce qui démontre la mobilité latérale des phospholipides dans la membrane 








Les phosphoglycérolipides se déplacent d’environ 2 µm par seconde  9. 
 
La fluidité d’une membrane dépend de sa composition et de sa température. Si l’on fabrique 
artificiellement des bicouches lipidiques composées d’un seul type de phospholipide on peut 
déterminer sa température de congélation qui correspond au passage du mélange en phase 
sO. Plus les phospholipides présentent des queues carbonées courtes et plus il y a 
d’insaturations, plus cette température de congélation est basse 12. On voit sur le Tableau 1 
que pour la même longueur d’acide gras l’ajout d’une insaturation fait passer la température 
de fusion de 70°C à 13°C. 
 
Tableau 1 : Points de fusion d’acides gras communs à 18 carbones. D’après Karp et 
al.(2010) 22 
Acide Gras Doubles liaisons Température de fusion (°C) 
Acide stéarique 0 70 
Acide oléique 1 13 
Acide linoléique 2 -9 
Acide linolénique 3 -17 
 
Les organismes tels que les bactéries et les levures dont la température dépend de la 
température de leur environnement ajustent la composition de leur membrane pour maintenir 
une fluidité constante. La réponse principale à une baisse de la température est de 
synthétiser plus de lipides avec des insaturations.  
Figure 11 : Exp rienc  de FRAP montrant la fluidité des lipides dans la membrane 
plasmique 
 Lipides membranaires  
marqués par fluorescence 
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Les protéines, comme les lipides, peuvent tourner sur elles-mêmes et diffuser dans la 
membrane. Le phénomène de flip-flop n’a pas été observé pour les protéines membranaires 
à cause de leur taille et des interactions avec les autres molécules de la membrane 11. 
La fluidité protéique a été montrée par Frye et Edidin en 1970 en utilisant des marquages 
avec des anticorps fluorescents reconnaissant des protéines membranaires. Deux cellules 
marquées avec des anticorps couplés à des fluorophores de différentes couleurs sont 
fusionnées grâce au virus de Sendai. On observe une répartition localisée des molécules 
fluorescentes (les molécules rouges au niveau d’un hémisphère cellulaire et les vertes au 
niveau de l’autre hémisphère). Quarante minutes après, on visualise une homogénéisation 
des deux marqueurs prouvant que les protéines ont bien diffusé dans la membrane 23 (Figure 
12). 
 
Figure 12 : Expérience démontrant la fluidité membranaire au niveau des protéines 
dans des cellules hybrides homme - souris 
 
 Les protéines sont plus grosses que les phospholipides et elles se déplacent globalement 
plus lentement dans la membrane mais la vitesse de diffusion des protéines membranaires 
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dans la bicouche lipidique varie beaucoup d’une protéine à une autre. Certaines se 
déplacent aussi vite que les lipides alors que d’autres sont quasiment immobiles 11.  
4) Rôles de la membrane plasmique 
a) Les rôles tenus par les lipides 
i. Un rôle de barrière 
Si on leur laisse suffisamment de temps, quasiment toutes les molécules peuvent traverser 
la bicouche lipidique dans le sens de leur gradient de concentration. Cependant, la vitesse 
de diffusion varie fortement en fonction de la molécule qui doit traverser la membrane car la 
partie lipidique des biomembranes agit comme un filtre sélectif. Les gaz tels que l’O2 et le 
CO2 traversent lentement mais librement la bicouche lipidique ainsi que les molécules 
hydrophobes non polaires comme les hormones lipidiques du type des hormones 
stéroïdiennes sexuelles. Le cas de l’eau est particulier car c’est une molécule polaire mais 
grâce à sa très petite taille elle peut traverser la bicouche 9 mais en très petite quantité. A 
l’échelle de temps de la vie cellulaire, les ions et les molécules polaires autres que l’eau ne 
diffusent quasiment pas à travers les phospholipides. Le transport de ces molécules, qui 
peuvent être essentielles à la cellule, est assuré par les protéines membranaires. 
Par ailleurs, l’assemblage spontané des lipides de la membrane permet à la bicouche d’agir 
comme une barrière mécanique pour protéger les cellules. En cas de petits dommages sur la 
membrane, les interactions hydrophobes donnent des propriétés d’auto-cicatrisation car les 
bords libres de la plaie membranaire sont en contact avec l’eau, ce qui est défavorisé sur le 
plan de l’énergie physico-chimique et les lipides se réassemblent spontanément pour aller 
contre ce phénomène. Ce mécanisme a été visualisé par microscopie sur des vésicules 
lipidiques 24. 
 
ii. Un rôle structural 
La membrane plasmique définit les limites spatiales de la cellule ainsi que son intégrité. Le 
principal rôle de la membrane plasmique est de définir le compartiment cellulaire. La 
bicouche lipidique est capable de conserver son architecture même lorsque les paramètres 
du milieu extérieur changent considérablement (force ionique, pH). De plus, la fluidité 
membranaire est majoritairement assurée par l’état physique des lipides membranaires et 
est à relier avec de nombreux phénomènes biologiques tels que les mouvements, la 
croissance et la division des cellules ainsi qu’avec l’endocytose et l’exocytose.  
Les cellules ont des formes liées à leur fonction cellulaire et cela peut se traduire par des 
différences au niveau de la membrane. Par exemple, les érythrocytes ont une membrane 
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souple et lisse qui leur permet de passer dans les capillaires alors que certaines cellules 
comme les cellules de Schwann (qui entourent les neurones) produisent plusieurs couches 
d’une membrane modifiée appelée gaine de myéline qui joue un rôle primordial dans la 
conduction du signal nerveux 13. 
 
b) Les rôles tenus par les protéines 
i. Un rôle de capteur et de transmetteur de signaux 
Les signaux intercellulaires que les cellules peuvent capter peuvent être de natures variées. 
Si on ne s’intéresse qu’aux hormones, elles peuvent être de deux natures : lipidiques ou 
protéiques. Les hormones lipidiques peuvent traverser la bicouche lipidique et atteindre 
directement leurs cibles intracellulaires alors que les hormones protéiques qui sont des 
molécules hydrophiles et chargées ne peuvent pas entrer dans la cellule. Les protéines sont 
captées par des récepteurs membranaires spécifiques qui reconnaissent la forme et certains 
groupements de résidus de la protéine et se fixent par complémentarité à ces hormones qui 
se comportent comme des ligands. La fixation d’un ligand sur le récepteur va entraîner un 
changement de la conformation du récepteur protéique qui conduira à différents types de 
réponses. Il existe trois grands types de récepteurs protéiques membranaires :  
 les récepteurs couplés à une protéine G, 
 les récepteurs couplés à un canal ionique, 
 les récepteurs couplés à une tyrosine kinase 25. 
Les récepteurs couplés à une protéine G représentent une grande famille de protéines 
homologues possédant 7 domaines intramembranaires 26 qui diffèrent par leur site de fixation 
du ligand et leur capacité à recruter différentes protéines G internes  25. Ces récepteurs sont 
impliqués, entre autres, dans la signalisation de l’adrénaline. Le fonctionnement de ces 
récepteurs est détaillé dans la Figure 13. Lorsqu’il y a fixation du ligand spécifique à un 
récepteur donné, il y a une modification de la conformation de la protéine qui entraîne 
l’activation des protéines G hétérotrimériques composées des sous-unités α, β et γ. A l’état 
inactivé, la protéine G fixe un Guanosine Di-Phosphate (GDP). La création du complexe 
hormone-récepteur entraîne l’ouverture du site de fixation du nucléotide et il y a relargage du 
GDP et fixation du Guanosine Tri-Phosphate (GTP). Les sous-unités β et γ du trimère se 
dissocient de la sous-unité α qui était fixée au récepteur à 7 domaines transmembranaires, 
ce qui abaisse l’affinité de la sous-unité α de la protéine G pour ce récepteur. Il y a 
séparation des deux molécules. La libération de la sous-unité α de la protéine G augmente 
son affinité pour une autre protéine transmembranaire qui est en général une enzyme, ce qui 
active cette enzyme. Un exemple d’enzyme qui peut être activée par la protéine G est 
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l’Adénylate Cyclase (AC) qui convertit l’Adénosine Tri-Phosphate (ATP) en Adénosine Mono-
Phosphate cyclique (AMPc) qui est un second messager capable d’activer la protéine kinase 
A qui peut phosphoryler de nombreuses enzymes cytoplasmiques et en moduler l’action 
(Figure 13). La protéine G a une activité GTPasique qui lui permet d’hydrolyser le GTP ce 
qui inactive la protéine G, qui retourne à son état initial.  
 
Figure 13 : Récepteur couplé à une protéine G et cycle d’activation/désactivation de 
l’adénylate cyclase (AC) stimulée par une hormone. (a) En l’absence d’hormone, une 
protéine G hétérodimérique fixe le GDP et l’AC est catalytiquement inactive. (b) Le complexe 
hormone-récepteur entraîne l’échange du GDP par du GTP sur la protéine G. (c) Le 
complexe protéine G + GTP se lie alors à l’AC et l’active à produire l’AMPc. (d) L’hydrolyse 
ultérieure, catalysée par la protéine G, du GTP qui lui est fixé, en GDP, entraîne la 
dissociation de la protéine G de l’AC qui est ainsi désactivée. Source : Voet (2005)  26. 
 
Les protéines G sont très répandues et ont des rôles très variés 25.  
 
Les récepteurs couplés à un canal ionique sont des récepteurs protéiques spécifiques qui 
possèdent plusieurs domaines transmembranaires qui définissent un canal hydrophile et un 
domaine extracellulaire qui capte le ligand. La fixation du ligand sur le récepteur entraîne un 
changement de conformation de la protéine et ouvre le canal protéique permettant ainsi 
l’entrée d’ions spécifiques dans la cellule, ce qui modifie temporairement la perméabilité 
membranaire à ces ions (Figure 14).  
Ce type de protéines est, entre autres, impliqué dans la signalisation synaptique entre des 





Figure 14 : Récepteur couplé à un canal ionique. La fixation du ligand entraîne l’ouverture 
du canal ionique. Source : Patrick (2002) 23. 
 
La troisième grande famille de récepteurs membranaires est la famille des récepteurs à 
tyrosine kinase. Ce sont des protéines transmembranaires qui possèdent un site 
extracellulaire de reconnaissance du ligand, une hélice α transmembranaire et une partie 
intracellulaire avec plusieurs résidus tyrosines. La fixation d’un ligand sur le site de 
reconnaissance de la protéine entraîne une dimérisation de deux récepteurs à tyrosine 
kinase ce qui génère une protéine homodimérique. Chaque chaîne polypeptidique catalyse 
la phosphorylation des tyrosines de l’autre chaîne ce qui entraîne l’activation de ces deux 
sous-unités qui peuvent ainsi phosphoryler des protéines du cytoplasme (Figure 15). Ces 
protéines phosphorylées mobiles pourront ensuite s’engager dans différents types de voies 
cellulaires de signalisation 25.  
On remarquera que la fluidité membranaire est essentielle dans ce mécanisme pour qu’il 
puisse y avoir une mobilité des protéines membranaires et une dimérisation des récepteurs à 






Figure 15 : Dimérisation et autophosphorylation d’un récepteur à activité tyrosine 
kinase dont le ligand est un facteur de croissance. La capture du ligand induit la 
dimérisation du récepteur, suivie de son autophosphorylation (chaque chaîne polypeptidique 
catalyse la phosphorylation de sa voisine). D’après Cooper (1999) 28. 
 
ii. Un rôle structural 
Chez les organismes pluricellulaires, les cellules d’un même tissu adhèrent les unes aux 
autres, ce qui assure l’intégrité des tissus. Chez les végétaux, cette adhérence se fait par 
l’intermédiaire de la paroi et de la lamelle moyenne alors que, chez les animaux, l’adhérence 
des cellules les unes aux autres ou l’adhérence des cellules à la matrice extracellulaire est 
assurée par des jonctions intercellulaires qui impliquent des protéines membranaires et des 
éléments du cytosquelette de la cellule. Il existe trois grands types de jonctions 
intercellulaires chez les animaux :  
 les jonctions étanches, 
 les jonctions d’ancrage, 
 les jonctions communicantes ou jonctions gap. 
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On retrouve ces structures de renforcement des tissus surtout dans les épithéliums et les 
parenchymes. La Figure 16 présente les jonctions présentes dans l’épithélium intestinal. La 
géométrie de ces jonctions intercellulaires est étroitement liée à leur fonction.  
Les jonctions d’ancrage comportent les desmosomes, les hémidesmosomes et la ceinture 
d’adhérence. Les desmosomes et les hémidesmosomes ont des rôles de rivets cellulaires 
qui respectivement retiennent solidement les cellules entre elles et permettent l’ancrage des 
cellules à la matrice extracellulaire. Ces deux structures impliquent la liaison entre des 
éléments du cytosquelette, les filaments intermédiaires, et des plaques protéiques 
constituées de cadhérines (pour les desmosomes) et d’intégrines (pour les 
hémidesmosomes). Ces deux types de protéines sont des protéines transmembranaires 
constituées de trois parties fonctionnelles : une zone intracellulaire, une partie constituée 
d’hélices α qui traversent la membrane et une partie extracellulaire. La partie intracellulaire 
de ces protéines possède des sites de reconnaissance et de liaison spécifique des filaments 
intermédiaires. Leur partie extracellulaire comporte respectivement un site de 
reconnaissance de la cadhérine (pour les desmosomes) ce qui permet l’ancrage de deux 
cellules voisines entre elles et un site de fixation à des protéines de la matrice extracellulaire 
(pour les intégrines). Ces jonctions forment des tissus résistants à l’étirement et à la 
compression.  
La ceinture d’adhérence est un type de jonction cellulaire retrouvé tout autour de la cellule et 
qui met en contact des cadhérines transmembranaires avec un autre type de fibres du 
cytosquelette : les filaments d’actine, contrairement aux autres jonctions d’ancrage. Ce type 
de jonction cellulaire participe à la cohésion des cellules dans un tissu. 
Les jonctions étanches sont des zones où les deux membranes voisines sont rapprochées et 
maintenues ensemble par des associations de protéines membranaires : les claudines et les 
occludines qui se font face. Ces jonctions servent de joint afin d’éviter le passage de matériel 
entre les cellules, ce qui est primordial dans l’épithélium intestinal qui est à l’interface entre le 
milieu intérieur et le milieu extérieur. 
Le dernier type de jonction intercellulaire chez les animaux correspond aux jonctions 
communicantes ou jonctions gap. Elles consistent en des canaux hydrophiles reliant deux 
cellules voisines et permettant une continuité des cytoplasmes des cellules d’un tissu. Ce 
canal de 20 Å de diamètre 11 est formé par des connexons composés de 12 molécules de 
connexine qui possèdent chacune quatre hélices α transmembranaires. La plupart des ions 
inorganiques et des métabolites (par exemple les sucres, les acides aminés et les 
nucléotides) peuvent circuler librement à travers ces jonctions alors que les protéines, les 
acides nucléiques et les polysaccharides sont trop volumineux pour traverser ces canaux 11. 
Dans le tissu cardiaque, la circulation des ions à travers les jonctions gap permet la 









iii. Un rôle de filtre 
Comme nous l’avons vu plus haut, la bicouche lipidique ne laisse passer que de petites 
molécules neutres hydrophiles ou hydrophobes telles que des molécules d’eau ou de 
dioxygène ou des molécules plus grosses mais hydrophobes telles que les enzymes 
lipidiques. Cependant, la cellule a besoin de nombreuses autres molécules qui peuvent être 
chargées ou non, petites ou plus grosses, pour fonctionner. Par exemple, la cellule a besoin 
d’ions et de glucose et la bicouche lipidique est pratiquement imperméable à ces molécules. 
Comment la cellule importe-t-elle ces molécules ? Ce sont des protéines membranaires 
spécifiques qui vont permettre l’internalisation de ces molécules. Cependant, il n’existe pas 
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de transporteurs protéiques pour toutes les substances donc les protéines membranaires ont 
bien un rôle de filtre sélectif. On parlera de diffusion impliquant des transporteurs ou de 
transport passif. Il existe trois grands types de protéines membranaires impliquées dans le 
transport passif de molécules vers le milieu intracellulaire :  
 les canaux ioniques qui permettent l’entrée d’ions à travers un canal (détaillés ci-
dessous), 
 les aquaporines qui permettent l’entrée d’eau à travers un canal, 
 les transporteurs permettant l’entrée de molécule par translocation tel que le 
transporteur au glucose. 
Les canaux ioniques sont des protéines membranaires composées de nombreuses hélices α 
transmembranaires qui définissent un canal hydrophile. Ces canaux sont spécifiques à un 
type d’ions donné. Par exemple, il existe des canaux au potassium, des canaux au calcium, 
des canaux au sodium, etc. 
Il est important de noter que ces transports passifs ne peuvent se faire que dans le sens du 
gradient électrochimique. En effet, la seconde loi de la thermodynamique rappelle que les 
molécules se déplacent spontanément de la zone où la concentration est la plus forte vers la 
zone où la concentration est la plus faible. 
Le sens de déplacement d’un soluté à travers la membrane peut être prédit en calculant la 
variation d’énergie libre du système par l’équation : 
 
   =        
  
  
       
 
où ΔG est la variation de l’énergie libre du système, R est la constante des gaz parfaits, Ta 
est la température absolue (en °K), Ci est la concentration du soluté à l’intérieur du 
compartiment, C0 est la concentration du soluté à l’extérieur du compartiment, Z est la 
valence du soluté concerné, F est la constante de Faraday et ΔE est la différence de 
charges entre les deux compartiments. 
Lorsque ΔG est négatif, la réaction est exergonique (spontanée) et exothermique (libère de 
l’énergie). Lorsque ΔG est positif, la réaction a besoin d’un apport d’énergie (endergonique) 
pour pouvoir se produire. Ce résultat renseigne sur le sens spontané des échanges mais il 
ne donne aucune information sur la vitesse de la réaction. 
Par ailleurs, l’équation de Nernst permet de calculer le potentiel électrochimique pour chaque 
composé ionique grâce à cette équation :  
 
EA/B = 
   
  






Où EA/B est la différence de potentiel entre les deux compartiments pour un ion donné, CB est 
la concentration du soluté dans le compartiment B, CA est la concentration du soluté dans le 
compartiment A. 
Pour finir, quand la membrane est perméable à plusieurs solutés, le potentiel d’inversion ou 
différence de potentiel transmembranaire peut être calculé grâce à l’équation de Goldman, 
Hodgkin et Katz. Prenons l’exemple d’une membrane entourée par une solution comprenant 
du Na+, de K+ et du Cl-, le potentiel est :  
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Où Px est la perméabilité de la membrane à la substance X et [X] est la concentration en X. 
Le terme concernant Cl- est inversé par rapport aux termes concernant Na+ et K+ car la 
valence de Cl- est de -1. La différence de potentiel transmembranaire est exprimée ici en 
mV. 
 
5) La différence de potentiel transmembranaire de repos ou 
potentiel de membrane 
 
Il existe un autre type de protéines membranaires capables de permettre le passage d’ions à 
travers la membrane : les pompes ioniques. Ce type de transport est appelé transport actif. 
Ces molécules ont la particularité de pouvoir coupler l’énergie chimique libérée par 
l’hydrolyse d’une molécule riche en énergie (comme l’ATP) à un transport de soluté contre 
son gradient électrochimique.  
Par exemple, la pompe ATPase Na+ -K+ consomme de l’ATP pour sortir constamment des 
ions Na+ de la cellule et permettre l’entrée d’ions K+ dans celle-ci. Ces deux ions sont 
déplacés contre leur gradient électrochimique grâce au couplage énergétique. A chaque 
cycle de la protéine, la pompe fixe trois ions Na+ dans le cytoplasme puis la protéine est 
phosphorylée par consommation d’une molécule d’ATP et change de conformation ce qui a 
pour conséquence de libérer les ions Na+ à l’extérieur de la cellule. Dans cette configuration, 
elle fixe deux ions K+ puis est déphosphorylée et change de nouveau de conformation et 
libère les deux ions K+ dans le cytoplasme. L’activité de cette pompe est essentielle au 
fonctionnement de la cellule. En effet, plus d’un tiers de l’ATP consommé par un animal au 
repos est utilisé pour le fonctionnement de cette pompe 11.  
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De plus, suite à l’action de cette pompe, la concentration intracellulaire en K+ est 40 fois 
supérieure à la concentration extracellulaire 11 et puisque la membrane est très perméable au 
K+, puisqu’il y a de nombreux canaux ioniques au K+, il y a une fuite de cet ion à travers la 
membrane. Ces déplacements d’ions K+ dus à la pompe ATPase Na+ -K+ sont à l’origine 
d’une différence de potentiel de part et d’autre de la membrane, c’est la différence de 
potentiel dit de membrane. Ce potentiel est essentiel à de nombreux phénomènes cellulaires 
tels que la propagation des potentiels d’action dans les cellules nerveuses. 
Cette différence de potentiel varie de -20 mV à -200 mV selon l’espèce et le type cellulaire 30 
(les cellules végétales ont des différences de potentiels membranaires plus négatives que 
les cellules animales).  
 
 Les membranes des organites B.
1) La compartimentation cellulaire chez les eucaryotes 
Contrairement aux cellules procaryotes qui ne possèdent qu’une membrane externe, les 
cellules eucaryotes ont la particularité de présenter un réseau de membranes intracellulaires 
qui définissent des espaces jouant des rôles propres. C’est la compartimentation cellulaire. 
Dans la plupart des cas, les cellules procaryotes ont une taille comprise entre 1 et 10 µm 
alors que la taille des cellules eucaryotes est généralement comprise entre 10 et 100 µm. 
Cette augmentation du volume de la cellule est à relier à une baisse de la probabilité de 
rencontre entre une molécule et son substrat. De plus, de nombreux processus biochimiques 
vitaux sont effectués au sein des membranes ou à leur surface. Ces processus impliquent 
des protéines liées à la membrane telles que les enzymes de la photosynthèse ou de la 
phosphorylation oxydative qui se situent respectivement dans les membranes des 
chloroplastes et des mitochondries.  
Par conséquent, la compartimentation cellulaire permet d’augmenter la surface membranaire 
et donc la probabilité de rencontre entre une enzyme membranaire et son substrat mais elle 
permet aussi de regrouper des ensembles de molécules jouant un rôle identique dans un 
volume plus faible dédié à des fonctions spécifiques.  
Cependant, chaque compartiment cellulaire doit pouvoir être approvisionné en molécules 
nécessaires à son fonctionnement mais il doit aussi pouvoir exporter les produits de son 
activité métabolique aux autres compartiments qui pourront s’en servir. Il existe donc un 
système d’adressage des molécules aux différents compartiments cellulaires. De plus, 
certains des compartiments cellulaires sont capables de libérer des vésicules ou de 
fusionner avec des vésicules provenant d’autres organites ce qui permet l’échange de 
grosses molécules d’un compartiment à un autre. 
41 
 
Les compartiments cellulaires sont définis en fonction de leur rôle et peuvent être classés 
aussi selon le nombre de membranes qui les délimitent du cytoplasme. Les organites à 
simple membrane sont :  
 le réticulum endoplasmique lisse ou rugueux qui est impliqué dans le stockage de 
l’ion calcium, dans la synthèse des lipides, des protéines membranaires et des 
protéines solubles destinées aux autres compartiments cellulaires ou à la sécrétion, 
 l’appareil de Golgi qui réceptionne les lipides et les protéines provenant du réticulum 
endoplasmique et qui est aussi un lieu de stockage, de maturation et de redistribution 
de ces lipides et de ces protéines, 
 les peroxysomes qui sont des petites vésicules contenant des enzymes impliquées 
dans des réactions oxydatives, 
 les lysosomes qui contiennent des enzymes permettant de dégrader et de recycler 
les organites dont certaines molécules ont été dénaturées ainsi que les 
macromolécules et les particules provenant de l’extérieur de la cellule par 
endocytose, 
 et les endosomes qui sont les vésicules qui permettent d’acheminer les 
macromolécules et particules de l’extérieur de la cellule jusqu’aux lysosomes, jusqu’à 
l’appareil de Golgi ou jusqu’au cytoplasme lorsqu’il y a libération du contenu. Ces 
vésicules peuvent aussi être redirigées vers la membrane plasmique et le milieu 
extracellulaire. 
Les organites à double membranes sont :  
 les chloroplastes (présents chez les plantes) qui sont le lieu de la photosynthèse, 
 les mitochondries (présentes chez toutes les cellules eucaryotes) qui permettent la 
phosphorylation oxydative et la conversion de l’énergie contenue dans les molécules 
nutritives (provenant de l’alimentation pour les animaux et de la photosynthèse pour 
les végétaux) en énergie utilisable par le reste de la cellule, 
 le noyau qui est l’organite qui contient l’ADN et qui est délimité par une double 
membrane associée à une armature interne de protéines (les lamines) et à des pores 
nucléaires. 
Le cytosol est aussi considéré comme un compartiment cellulaire. 
Le Tableau 2 présente les pourcentages respectifs des volumes des différents 
compartiments cellulaires par rapport au volume total de la cellule dans le cas des 
hépatocytes. 
Il est à noter que, d’après la théorie endosymbiotique, les mitochondries et les chloroplastes 
qui ont une double membrane, qui possèdent un ADN qui leur est propre et qui ont des 
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propriétés de divisions autonomes proviennent de l’internalisation d’une bactérie dans la 
cellule eucaryote ancestrale. 
Tableau 2 : Volume relatif occupé par les principaux compartiments intracellulaires 
dans une cellule hépatique (hépatocytes). D’après Alberts (2004) 12  
Compartiment intracellulaire Pourcentage du  
volume cellulaire total 
Cytosol 54 
Mitochondries 22 
Citernes du réticulum endoplasmique 
rugueux 
9 
Citernes du réticulum endoplasmique lisse 







2) Des différences de composition 
Il existe des différences dans les compositions des membranes d’un type cellulaire à un 
autre mais aussi d’un organite à un autre. Comme le montre le Tableau 3, les différents 
organites d’une même souche de levure, Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ont des 
compositions très différentes. 
La PtdCho est peu présente dans la membrane plasmique (16,8 % des phospholipides) alors 
qu’elle représente plus de 50 % des phospholipides présents dans la membrane du 
réticulum endoplasmique (51,3 % des phospholipides). La PtdSer est présente en forte 
proportion dans la membrane plasmique (33,6 %) alors qu’il y en a très peu dans la 
mitochondrie (3 %). La CL est un phospholipide que l’on retrouve en proportion importante 
dans la mitochondrie et plus particulièrement dans la membrane interne (16,1 %) alors que 
dans les autres organites elle représente moins de 1,6 % des phospholipides, ou moins (à 
l’exception du peroxysome qui en contient 7,0 %). 
Ces variations sont à relier aux origines des phospholipides et aux fonctions des différents 
organites. En effet, le réticulum endoplasmique est le lieu de la synthèse de certains 
phospholipides tels que la PtdSer et la PtdCho 31 ce qui pourrait expliquer la proportion 
importante de PtdCho dans les membranes du réticulum endoplasmique par rapport à la 
membrane plasmique. Cependant, même si la PtdSer est synthétisée au niveau du réticulum 
endoplasmique, il y en a moins dans la membrane du réticulum endoplasmique que dans la 
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membrane plasmique car la PtdSer qui reste dans la membrane du réticulum endoplasmique 
peut être convertie en PtdCho à cet endroit d’où une accumulation de PtdCho aux dépens de 
la PtdSer. 
Tableau 3 : Compositions phospholipidiques des différentes fractions subcellulaires 
de S. cerevisiae. D’après Zinser et al. (1991) 32  
Fraction cellulaire Pourcentage par rapport aux phospholipides totaux 
PtdCho PtdEtn PtdIns PtdSer CL PA Autres 
Membrane plasmique 16,8 20,3 17,7 33,6 0,2 3,9 6,9 
Vacuoles de sécrétion 35,0 22,3 19,1 12,9 0,7 1,2 8,8 
Vacuoles 46,5 19,4 18,3 4,4 1,6 2,1 7,7 
Noyau 44,6 26,9 15,1 5,9 <1,0 2,2 4,3 
Peroxysome 48,2 22,9 15,8 4,5 7,0 1,6 ND 
Microsomes du réticulum 
endoplasmique 
51,3 33,4 7,5 6,6 0,4 0,2 0,5 
Mitochondrie 40,2 26,5 14,6 3,0 13,3 2,4 ND 
Membrane interne de la 
mitochondrie 
38,4 24,0 16,2 3,8 16,1 1,5 ND 
 
Membrane externe de la 
mitochondrie 
45,6 32,6 10,2 1,2 5,9 4,4 ND 
CL : CardioLipine ; PA : Acide Phosphatidique ; Autres : autres phospholipides ; ND : Non 
Détectable 
 
La mitochondrie synthétise spécifiquement d’une part la CL, qui n’est pas synthétisée ailleurs 
dans la cellule, et d’autre part la PtdEtn, par decarboxylation de la PtdSer  32, 33. Comme la 
PtdSer est synthétisée dans le réticulum endoplasmique, il doit donc y avoir un échange de 
phospholipides entre ces deux compartiments cellulaires. Il semblerait que cet échange se 
fasse par l’intermédiaire de zones de contact membranaires entre la mitochondrie et le 
réticulum endoplasmique (les MAM, mitochondria-associated endoplasmic reticulum 
membrane) 34. Il en est de même pour les faibles proportions de CL retrouvées dans les 
membranes des organites autres que la mitochondrie mais l’échange se fait, dans ce cas, de 
la mitochondrie vers le réticulum endoplasmique. Il faut aussi noter que les 
glycophospholipides sont synthétisés dans l’appareil de Golgi qui peut ajouter des 
groupements glucidiques aux phospholipides synthétisés dans le réticulum endoplasmique. 
Il y a des différences importantes au niveau des compositions des membranes d’un organite 
à un autre mais aussi d’un organisme à un autre comme le montre la Figure 17.  
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On voit sur cette figure que la membrane plasmique est la membrane cellulaire où il y a la 
plus grande différence entre les cellules de mammifère et les cellules de levures. En effet, la 
PtdCho est majoritaire, dans la membrane plasmique, chez les mammifères alors qu’elle est 
minoritaire chez les levures. A l’inverse, le PtdIn et la PtdSer sont présents en fortes 




Figure 17 : Composition de différentes membranes cellulaires chez les cellules de 
mammifère et les cellules de levure. Les compositions lipidiques sont exprimées en 
pourcentages par rapport aux lipides totaux. Les barres en bleu foncé correspondent aux 
cellules de mammifères et les barres bleues claires correspondent aux cellules de levure. 
Chol : cholestérol, PL : phospholipides, ERG : ergostérol, SM : sphingomyéline, ISL : 
sphingolipide inositol. Les ratios molaires entre le cholestérol (Chol, chez les mammifères) et 
l’ergostérol (ERG, chez les levures) par rapport aux PL sont aussi présentés en tant que 
mesures de contenus en stérols. D’après van Meer et al. (2008) 35. 
 
La différence de composition des différentes membranes des organites concerne les lipides 
comme décrit ci-dessus mais il y a aussi de grandes différences au niveau des protéines 
retrouvées dans ces différentes membranes. 
3) Des membranes avec des rôles propres à chaque organite 
Les différences de composition en phospholipides des différentes membranes entraînent 
une différence de sélectivité dans le passage de molécules à travers ces membranes (au 
niveau de la partie lipidique). Cette différence de sélectivité peut avoir un rôle avec la 
fonction de cet organite. Par exemple, la fuite de protons à travers la membrane interne de la 
mitochondrie est un phénomène essentiel à son fonctionnement. Cette membrane est riche 
en CL et il a été montré que ce lipide entraîne une augmentation de la perméabilité aux 
protons (par rapport à une membrane composée seulement de PtdCho) 36. Certaines 




Certains organites ont des rôles spécifiques qui nécessitent la présence de protéines 
particulières. Par exemple, l’activité de phosphorylation oxydative de la mitochondrie est 
réalisée grâce aux protéines membranaires de la chaîne de transporteurs d’électrons 
mitochondriale que l’on ne retrouve qu’au niveau de la membrane interne des mitochondries. 
Il en est de même pour les chloroplastes qui ont pour rôle principal de réaliser la 
photosynthèse qui repose aussi sur les protéines membranaires de la chaîne de 
transporteurs d’électrons chloroplastique. 
De plus, les variations de composition des membranes des différents organites (en terme de 
lipides et de protéines) changent la sélectivité dans le passage de molécules à travers ces 
membranes et est à l’origine de différences dans les potentiels transmembranaires de ces 
différents organites. 
  
 Continuité des membranes cellulaires C.
Il existe une continuité dans les membranes cellulaires qui est à l’origine du renouvellement 
de la membrane plasmique mais aussi du transport des phospholipides de leur zone de 
synthèse (réticulum endoplasmique, mitochondrie ou appareil de Golgi) vers tous les autres 
organites. Cette continuité est assurée par les cytoses. 
1) Les cytoses et les vésicules intracellulaires 
On différencie deux types de cytoses dans la cellule : l’endocytose, qui correspond à la mise 
en place de vésicules par invagination de la membrane plasmique (ce qui permet de prélever 
des grosses molécules ou des particules à l’extérieur de la cellule) et l’exocytose qui 
consiste en la fusion de vésicules intracellulaires avec la membrane plasmique (ce qui 
permet de libérer des grosses molécules ou des particules dans le milieu extracellulaire). Il 
existe deux types d’endocytoses différenciés par la taille des particules introduites dans les 
vésicules : la phagocytose (de « phagein », manger en grec) qui internalise de grosses 
particules, et la pinocytose (de « pinein », boire en grec) qui internalise des particules, des 
solutés et du liquide. La phagocytose correspond à la formation de vésicules de diamètre 
supérieur à 250 nm 37, capable d’internaliser de grosses particules, voire des cellules et 
comprenant une reconnaissance spécifique. La phagocytose a la particularité de reposer sur 
un mécanisme impliquant la polymérisation de l’actine sous la membrane ce qui permet 
l’émission de pseudopodes. La pinocytose correspond à des vésicules de diamètre inférieur 
à 150 nm (sauf pour la macropinocytose qui internalise des plus gros volumes). La 
pinocytose comprend différents types d’endocytose : la macropinocytose, l’endocytose 
médiée par la clathrine, l’endocytose médiée par la cavéoline et l’endocytose indépendante 
de la clathrine et de la cavéoline 38 (Figure 18). La phagocytose est réalisée par certaines 
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cellules spécialisées (les phagocytes) suite à la reconnaissance de la particule à phagocyter 
qui seront alors dégradées et transformées en petites particules solubles alors que la 
macropinocytose est un mécanisme aspécifique retrouvé chez presque toutes les cellules. 
De plus, la phagocytose n’internalise presque pas de fluide 39. 
 
Figure 18 : Les multiples voies d’endocytose chez la cellule animale. D’après Conner et 
Schmid (2003) 38 
 
La phagocytose peut avoir différents rôles. C’est une forme d’alimentation chez les 
protozoaires, alors que chez la plupart des animaux pluricellulaires, la phagocytose est 
réalisée par des cellules spécialisées et a un rôle de défense contre les microorganismes.  
La macropinocytose repose aussi sur la polymérisation de l’actine cependant les 
mécanismes moléculaires de ce type d’endocytose sont mal connus. Certaines bactéries 
injectent des toxines dans leurs cellules cibles pour provoquer la macropinocytose et 
entrainer leur internalisation dans la cellule visée et leur permettre de se diviser 40. 
L’endocytose médiée par récepteurs est basée sur la reconnaissance des molécules à 
endocyter. Dans ce cas, des récepteurs membranaires reconnaissent et lient des ligands ce 
qui a pour conséquence de former une invagination de la membrane à l’origine d’une 
vésicule (Figure 19). Les vésicules ainsi formées peuvent être recouvertes d’un manteau 
protéique ou non. 
 Il existe différentes protéines de manteau. Les vésicules recouvertes de clathrine ont été 
observées par Roth et Porter en 1964 41. L’endocytose médiée par clathrine est constitutive 
chez tous les mammifères. Elle permet une internalisation continue de nutriments tels que le 
cholestérol lié aux lipoprotéines de basse densité (ou LDL pour Low Density Lipoprotein en 
anglais) qui reconnaissent et fixent les récepteurs aux LDL. L’endocytose médiée par 
clathrine permet aussi l’internalisation des canaux voltage dépendants au Ca2+ des neurones 
et donc le contrôle de la transmission du message synaptique 42. 
Ces protéines de manteau qui sont liées aux membranes cellulaires permettent la création 
de vésicules par bourgeonnement grâce à leur capacité à s’assembler et à créer des 
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structures en panier 37. Par exemple, la clathrine est une protéine constituée de trois grosses 
chaînes polypeptidiques et de trois petites, et forme une structure à trois bras appelés 
triskélions. Les triskélions sont capables de s’assembler et ainsi de créer le manteau 
recouvrant une vésicule (Figure 20).  
 
 
Figure 19 : Modèle simplifié des différentes étapes de la voie avec puits à clathrine de 
l’endocytose médiée par récepteur. Le complexe AP-2 est un complexe de quatre 
adaptines qui lie la clathrine et la synaptotagmine, une protéine transmembranaire. L’AP-180 
est une protéine qui se fixe à la clathrine d’un côté et aux phospholipides de l’autre. L’epsine 
est une protéine membranaire impliquée dans l’induction de la courbure de la membrane à 
condition qu’elle se fixe à des sites riches en PIP2 (phosphatidylinositol 4-5-bisphosphate). 
De plus, l’epsine recrute la clathrine ainsi que le complexe AP-2 jusqu’au site d’endocytose 
où le complexe AP-2 (avec les protéines adaptatices AP180) induit l’assemblage de la cage 
de clathrine. Le récepteur cargo est le récepteur qui fixe les protéines cargo à endocyter. 
D’après Mousavi et al. (2004) 43. 
 
Le manteau des vésicules recouvertes de clathrine est aussi composé de protéines 
adaptatrices qui forment une seconde couche du manteau. Ces protéines lient le manteau 
de clathrine à la membrane sous-jacente et permettent aussi de recruter certaines protéines 
membranaires qui piègent les molécules qui doivent être internalisées. On appelle ces 
protéines les protéines de chargement 37.  
La fermeture des vésicules ainsi formées est réalisée grâce à la dynamine qui s’assemble en 
anneau autour du col du bourgeon de la membrane 37. La fusion de deux vésicules ou d’une 
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vésicule avec un organite est médiée par deux types de protéines : les protéines v-SNARE 
et t-SNARE. Les protéines v-SNARE sont des protéines membranaires présentes dans la 
vésicule et exposées après le détachement des protéines du manteau alors que les 
protéines t-SNARE sont présentes sur la membrane des organites cibles des vésicules. Ces 
deux protéines s’assemblent spécifiquement et permettent la juxtaposition des deux 
membranes qui peuvent ainsi fusionner 44. 
 
 
Figure 20 : Electronographie de puits et de vésicules recouverts de clathrine. Source : 
Heuser (1980) 45  
Les cavéolines sont des protéines de 22 kDa 46 retrouvées sur les cavéoles ou (caveolae). 
Elles s’insèrent dans le feuillet interne de la membrane et se lient au cholestérol. Les 
cavéolines se situent donc majoritairement au niveau des radeaux lipidiques 47 (Cf. I. D.).Il a 
été montré que les cavéoles sont impliquées dans le transport des protéines. De plus, ces 
vésicules peuvent intervenir dans l’endocytose mais aussi dans la transcytose (passage de 
molécules piégées dans une vésicule à travers une cellule). 
Ces vésicules peuvent fusionner avec les autres vésicules de l’endosome une fois que les 
protéines de manteau se sont détachées (pour être recyclées). 
 
Il existe d’autres types de vésicules. En effet, certaines vésicules impliquées dans la 
continuité des membranes bourgeonnent à la surface de certains organites et rejoignent 
d’autre organites ou la membrane plasmique. Ce sont des vésicules de transport. La plupart 
des vésicules de transport sont formées grâce à des zones de membranes recouvertes d’un 
manteau protéique qui peut être composé, entre autres, de clathrine, de cavéoline (comme 
pour les vésicules d’endocytose) mais aussi de protéines COPI ou COPII. Ces différents 
manteaux n’interviennent pas dans les mêmes étapes du trafic vésiculaire (Figure 21). En 
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effet, les vésicules à clathrine sont retrouvées entre la membrane plasmique, l’endosome 
tardif et l’appareil de Golgi. Les vésicules recouvertes de protéine COPI se situent au niveau 
de l’appareil de Golgi. Pour finir, les protéines COPII sont présentes sur les vésicules 
assurant le trafic entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. 
 
 
Figure 21 : Implications des quatre types principaux de protéines de manteaux dans le 
trafic vésiculaire au long des voies sécrétoires et endocytaires. D’après Lodish et al. 
(2005) 44 
2) Le rôle du cytosquelette dans le transport vésiculaire 
Les vésicules d’endocytose ou d’exocytose se déplacent au sein de la cellule. Ces 
déplacements se font le long des microtubules et sont assurés par des protéines motrices : 
les kinésines et les dynéines. Il existe plusieurs familles de ces deux types de molécules. 
Ces molécules sont capables de se fixer à la membrane des vésicules par une extrémité et 
aux microtubules par l’autre extrémité. Les kinésines se déplacent vers l’extrémité plus des 
microtubules (donc vers l’extérieur de la cellule) alors que les dynéines se déplacent vers 
l’extrémité moins (donc vers l’intérieur de la cellule). Ces protéines utilisent l’ATP, comme 
source d’énergie, pour se déplacer et permettre le mouvement des vésicules 48. 
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 Présence de radeaux lipidiques D.
Il a longtemps été supposé que les lipides étaient tous mélangés aléatoirement dans la 
bicouche lipidique jusqu’en 1988 où Simons et Van Meer ont introduit la notion de radeaux 
lipidiques  49 (ou lipid raft en anglais) qui sont des assemblages de cholestérol, de 
sphingolipides et de certains phospholipides composés d’acides gras saturés. Ces radeaux 
font en général une cinquantaine de nm de diamètre 13. Ces zones ne sont pas solubles dans 
les détergents contrairement au reste de la membrane plasmique. Ces lipides sont en phase 
liquide ordonnée (l0) et certaines protéines membranaires se concentrent dans ces zones 
plus compactes que le reste de la membrane plasmique. Ces radeaux se déplacent 
librement dans la membrane plasmique d’où leur nom. L’hypothèse de la présence de 
radeaux lipidiques a été vérifiée par microscopie en marquant certains lipides et certaines 
protéines à ancrage lipidique. Il a été montré que ces molécules ne sont pas réparties de 
manière aléatoire dans toute la membrane plasmique mais sont retrouvées dans des 
agrégats de la membrane plasmique 50. La présence de ces radeaux lipidiques est 





II. Perméabilisation de la membrane plasmique 
La membrane plasmique permet de garantir l’intégrité de la cellule grâce à la cohésion des 
molécules qui la composent. Cependant, il peut être intéressant de détruire de manière 
réversible ou non cette intégrité pour faire entrer ou sortir des molécules qui ne peuvent pas 
traverser la membrane plasmique à l’état naturel. Cela peut être utile pour faire entrer des 
médicaments par exemple. Différentes techniques ont été développées pour perméabiliser la 
membrane plasmique et les mécanismes permettant de perméabiliser la membrane sont 
toujours en cours d’étude. 
 Observation de la perméabilisation de la membrane A.
plasmique 
Que la membrane plasmique soit perméabilisée par des agents chimiques ou physiques il 
faut pouvoir visualiser cette perméabilisation. Il existe différents marqueurs pour lesquels la 
membrane est peu perméable à l’état basal et qui permettent de suivre directement ou 
indirectement la perméabilisation de la membrane plasmique. Ces marqueurs peuvent être 
de tailles et de natures différentes et peuvent être suivis par différentes techniques. 
1) Observation par techniques optiques 
a) Marqueurs de petite taille 
La plus petite molécule capable de rentrer dans les cellules après perméabilisation et que 
l’on peut observer est l’eau. En effet, lorsque les cellules sont perméabilisées, il est possible 
de visualiser un gonflement des cellules qui traduit une entrée d’eau 52, 53. Même si les 
milieux intracellulaires et extracellulaires ont la même osmolarité, il faut noter que toutes les 
molécules impliquées dans l’osmolarité ne sont pas mobiles ce qui est à l’origine d’un 
déséquilibre ionique même en conditions iso-osmotiques. C’est la théorie des colloïdes 54, 55. 
Cette théorie explique que certaines grosses molécules chargées (telles que des protéines 
intracellulaires) sont piégées dans la cellule alors que d’autres ions tels que les ions K+, Ca2+, 
Na+, Cl- sont très mobiles et se déplacent dès qu’il y a perméabilisation de la membrane 
plasmique entrainant un déséquilibre dans le gradient électrochimique, déséquilibre qui est 
compensé par l’entrée d’eau dans la cellule. Le grossissement des cellules après avoir été 
exposées à un agent perméabilisant est donc un marqueur de perméabilisation cellulaire 
utilisé dans plusieurs études 37, 53. 
Certains ions de petite taille dont la concentration intracellulaire est faible tels que le Ca2+ 
peuvent aussi permettre de visualiser la perméabilisation cellulaire grâce à l’utilisation de 
marqueurs fluorescents dont la fluorescence dépend de la concentration de Ca2+ avoisinant 
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la molécule fluorescente 53, 56, 57. Le Fluo-4, l’Indo-1, le Calcium Green ou le Fura-2 sont des 
exemples de marqueurs fluorescents permettant le suivi de l’entrée du Ca2+ dans les cellules 
après perméabilisation (cf.III.B. 1)). 
L’entrée d’eau s’observe quelques minutes après l’application d’un agent perméabilisant 
perméabilisation alors que l’entrée de Ca2+ est visible quelques secondes après l’application 
de cet agent permabilisant. Cette information est à relier au nombre de molécules qui doivent 
avoir été internalisées pour que le signal soit détectable. En effet, il faudra une entrée 
massive de molécules d’eau dans la cellule pour voir un gonflement cellulaire alors que 
l’entrée d’un plus petit nombre d’ions Ca2+ est suffisante pour être détectée car la 
concentration interne en Ca2+ est très faible (environ 100 nM) et les marqueurs fluorescents 
de calcium réagissent à des petites variations de la concentration calcique. De plus, les 
concentrations en Ca2+ du cytoplasme et du milieu extracellulaire sont très différentes 
(respectivement environ 100 nM contre 1 mM) ; donc, lorsqu’il y a perméabilisation, il y a un 
grand nombre de molécules qui se déplacent avec une cinétique rapide de la zone la plus 
concentrée vers la zone la moins concentrée.  
b) Marqueurs de taille moyenne 
Le Thallium (Tl+) est un ion volumineux qui peut être utilisé indirectement pour suivre la 
déstabilisation de la membrane en étant associé à un fluorophore préchargé dans le 
cytoplasme et activable par le Tl+. Dans ce cas, il y a augmentation de la fluorescence 
cytoplasmique lorsque la cellule est perméabilisée en présence de Tl+ extracellulaire 58. 
La perméabilisation cellulaire peut aussi être suivie par des marqueurs de perméabilisation 
fluorescents tels que le Lucifer Yellow (LY) 59, 60 ou la calcéine 61, 62 qui sont des molécules 
intrinsèquement fluorescentes auxquelles la membrane plasmique n’est pas ou est peu 
perméable. Dans le cas du LY, lorsqu’il y a perméabilisation de la membrane plasmique, la 
molécule contenue dans le milieu extracellulaire peut rentrer dans le cytoplasme. Dans le 
cas de la calcéine, le principe est un peu différent. La calcéine peut être préchargée dans la 
cellule grâce à des groupements AcétoxyMéthyl (AM) liés par des liaisons ester à la 
molécule de calcéine. Ces groupements AM permettent à la calcéine de traverser la 
membrane. Ensuite, ces groupements sont coupés dans le cytoplasme par des estérases, 
ce qui piège la calcéine à l’intérieur de la membrane. Dans ce cas c’est la sortie de la 
calcéine à laquelle la membrane n’est pas perméable qui sera suivie lors de la 
perméabilisation de la membrane plasmique. 
Par ailleurs, la membrane peut récupérer et se refermer ce qui permet de visualiser les 
cellules ayant internalisé la molécule, lorsque celles-ci ne peuvent pas diffuser librement à 
travers la bicouche (après élimination de la molécule dans le milieu extracellulaire).  
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Il existe un autre type de marqueurs fluorescents permettant de visualiser la perméabilisation 
cellulaire : les intercalants de l’ADN auxquels la membrane n’est pas perméable comme l’ion 
propidium issu de la dissociation de l’Iodure de Propidium (IP) 63, 64, 65, ou l’ion Yo-Pro. 53, 66 
Ces molécules sont très peu fluorescentes quand elles sont libres mais lorsqu’elles rentrent 
dans la cellule, elles se lient à l’ADN ce qui les place dans un microenvironnement 
hydrophobe et permet une augmentation drastique de la fluorescence. 
L’internalisation des molécules telles que le Tl+, le LY et la calcéine est visualisable dans les 
minutes qui suivent la perméabilisation. Dans le cas des marqueurs fluorescents se fixant à 
l’ADN, leur entrée est visualisable en quelques µs 67 mais il faut attendre 10 à 40 minutes 
pour avoir un marquage total de l’ADN et que toutes les cellules exposées soient marquées 
puisque les marqueurs de l’ADN doivent diffuser dans la cellule et atteindre le noyau pour 
pouvoir être visualisés. 
Il est aussi possible de suivre la perméabilisation cellulaire en utilisant une molécule toxique 
qui, lorsqu’elle est internalisée en quantité suffisante, entraine la mort cellulaire. La 
bléomycine, un médicament anticancéreux entrainant la mort cellulaire lorsqu’il est 
internalisé, est souvent utilisée dans le cas de la perméabilisation basée sur l’application de 
champs électriques 68, 69. Il a été montré que quelques centaines de molécules de 
bléomycine internalisées sont suffisantes pour entrainer la mort de la cellule 59. Cette 
approche permet d’avoir une information quantitative sur le nombre de molécules 
internalisées 59.  
Le bleu de trypan peut aussi être utilisé pour observer la perméabilisation des cellules. Ce 
colorant bleu est normalement exclu par les cellules vivantes et s’accumule dans les cellules 
mortes. Lorsque les cellules sont perméabilisées, une entrée massive de bleu de trypan est 
observée 70. 
c) Marqueurs de grande taille 
Les acides nucléiques tels que des petits ARN interférents (siARN), des oligonucléotides, 
des ARN messagers ou des molécules d’ADN linéaires ou circulaires peuvent être introduits 
dans les cellules grâce à des agents chimiques ou physiques dans le cadre de la thérapie 
génique, par exemple. Ce phénomène peut aussi être utilisé pour suivre l’entrée de ces 
grosses molécules et mettre en évidence la perméabilisation de la membrane plasmique. En 
effet, des molécules telles que des siARN fluorescents 71, des gènes délétères (comme le 
gène déficient de la Thymidine Kinase (TK)) 72 ou des gènes rapporteurs peuvent être 
utilisés. L’entrée des siARN est visualisée directement par l’activité du fluorophore lié à la 
séquence d’acides nucléiques alors que l’entrée de gènes s’observe de manière indirecte 
puisqu’il faut qu’il y ait expression d’une protéine fonctionnelle (qui apporte à la cellule une 
fonction qui était absente avant la transfection) ou d’une protéine visualisable soit par 
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bioluminescence (cas du plasmide codant pour la luciférase) 73, 74 soit par fluorescence (cas 
du plasmide codant pour la Green Fluorescent Protein, GFP) 75 ou encore par absorbance 
(cas du plasmide codant pour la β-galactosidase) 63. Dans ce cas, l’observation de la 
perméabilisation se fait à partir de 24h après l’application de l’agent perméabilisant jusqu’à 
quelques jours après car il faut que l’ADN atteigne le noyau et y soit traduit. 
2) Observation par technique électrique 
Le patch-clamp est une technique d’électrophysiologie qui permet de mesurer les courants 
ioniques traversant une membrane grâce à l’utilisation de deux électrodes (une à l’intérieur 
de la cellule et l’autre à l’extérieur). La technique du patch-clamp peut aussi être utilisée pour 
suivre la perméabilisation des membranes. La conductivité de la membrane est mesurable 
en patch-clamp et elle varie lors de la perméabilisation membranaire. Cette méthode est très 
sensible et elle revient à suivre très finement le passage des ions à travers la membrane ce 
qui est une preuve de la perméabilisation de la membrane. Cette technique peut être utilisée 
sur des cellules 76, 77 ou sur des bicouches lipidiques artificielles 78. Il est aussi possible de 
mesurer les variations de la conductivité in vivo et in vitro grâce à la mesure d’impédance 79, 
80. 
3) Notion de perméabilisation à une molécule donnée 
Il faut noter que les conditions de perméabilisation nécessaires pour visualiser l’entrée de 
petites molécules telles que l’eau ou le calcium sont moins intenses que celles nécessaires 
pour permettre l’entrée de molécules plus grosses. Les tailles des différents marqueurs 
détaillés ci-dessus varient de 18 Da à plusieurs millions de Da (Tableau 4). Les propriétés 
physico-chimiques et la conformation des marqueurs influenceront également leur efficacité 
à détecter la perméabilisation. 
Par exemple, il a été montré que l’application d’impulsions de 600 ns et de 100-200 kV.m-1 
permet de perméabiliser plusieurs types cellulaires au Tl+ sans qu’il n’y ait d’entrée de Yo-Pro 
ou d’IP 58. Dans ce cas, cette observation est à relier à l’encombrement stérique du marqueur 
suivi et à la taille des perturbations créées dans la membrane. Plus le marqueur est 
volumineux, plus il faut que la perturbation soit intense pour permettre l’entrée du marqueur. 
Il est donc important de parler d’une perméabilisation à une molécule donnée et non pas de 
perméabilisation dans le sens absolu. En effet, dans certains cas, si le marqueur utilisé pour 
détecter la perméabilisation est une molécule qui n’est pas internalisée suite à l’application 
d’impulsions électriques données, cela ne veut pas dire que la membrane n’est pas rendue 
perméable à d’autres molécules. De plus, la sensibilité de la méthode de détection du 
marqueur peut aussi être très différente d’un marqueur à un autre. Ce paramètre doit aussi 
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être pris en compte lorsque différents marqueurs de perméabilisation sont utilisés dans le but 
de faire une comparaison. 
 
Tableau 4 : Poids des principaux marqueurs de perméabilisation 
Molécule Poids (Da) 
Eau 18 
Calcium 40 
Thallium (ion) 204 
Yo-Pro (ion) 375 
Lucifer Yellow (ion) 443 
Ion Propidium (ion) 541 
Calcéine 623 
Bleu de trypan 965 
Bléomycine 1 500 
SiARN ~14 000 
plasmide ~3 000 000 
 
 Perméabilisation par des agents chimiques B.
Il existe différents types d’agents perméabilisants réversibles (saponine, polyéthylènes 
glycols, diméthylsulfoxide ainsi que d’autres polymères) ou irréversibles (Triton-X100, par 
exemple). La perméabilisation réversible peut être utilisée dans le domaine de la 
vectorologie contrairement à la perméabilisation irréversible qui détruit les cellules. Deux 
types d’agents perméabilisants chimiques réversibles sont détaillés ci-dessous car ils ont été 
ou sont souvent utilisés en biologie : les polyéthylènes glycols (PEG) et le diméthylsulfoxide 
(DMSO). 
1) Les polyéthylènes glycols 
a) Structure 
Les polyéthylènes glycols (PEG) sont des polymères de fonctions éther linéaires dont le 
poids moléculaire est inférieur à 20 000 g.mol-1 (Figure 22). Ils proviennent de la 





Figure 22 : Structure des polyéthylènes glycols 
 
Les propriétés physico-chimiques des PEG dépendent du nombre d’unités d’éthylènes 
glycols de la molécule et par conséquent de la masse molaire de la molécule. Les PEG sont 
miscibles à l’eau. 
a) Utilisations en biologie 
Les PEG sont utilisés pour réaliser des fusions cellulaires, pour perméabiliser les 
membranes biologiques ainsi que pour permettre la circulation systémique du complexe 
d’ADN (rend le complexe non repérable par le système immunitaire). 
Les premières fusions de cellules artificiellement produites ont été réalisées grâce au virus 
de Sendai dans les années 60 81, 82. Ce virus peut être inactivé grâce aux rayons ultraviolets 
ou à la β-propiolactone tout en gardant son pouvoir hémagglutinant et fusionnant. Pour éviter 
les risques de prolifération de ce virus, l’utilisation de PEG a peu à peu remplacé l’utilisation 
du virus de Sendaï dans les années 1970 83, 84. En effet, l’utilisation de PEG pour faire 
fusionner des cellules a l’avantage d’induire une fusion rapide (quelques minutes à 37°C) et 
d’être moins toxique que le virus de Sendaï. 
A la fin des années 70, il a été montré dans différents travaux que les PEG peuvent être 
utilisés pour perméabiliser les membranes plasmiques et permettre l’entrée d’ADN dans les 
cellules. Bibb et al. (1978) ont publié un article présentant les propriétés de transfection du 
PEG 1000 en travaillant sur des protoplastes de Streptomyces coelicolor 85. L’année 
suivante, Chang et al. (1979) ont observé jusqu’à 80% de rendement de transformation de 
protoplastes de Bacillus subtilis par de l’ADN plasmidique en les soumettant à une 
incubation de 2 min en présence de 40% (poids/volume) de PEG 6000 86. Actuellement cette 
propriété des PEG n’est plus beaucoup exploitée puisque d’autres méthodes de transfection 
et de fusion plus efficaces et plus simples ont été développées telles que 
l’électroperméabilisation ou l’électrofusion (cf.II.D.3) 
Actuellement, les PEG sont surtout utilisés pour leur absence de toxicité et leur furtivité en 
tant que polymères non-ioniques pour recouvrir des nanoparticules permettant 




b) Mode d’action 
Ahkong et al. ont étudié le mécanisme d’action des PEG et ont émis l’hypothèse que ce 
composé diminue les forces répulsives qui existent entre les érythrocytes, sur lesquels ils ont 
travaillé, ce qui permet un rapprochement des cellules entres elles et une agrégation de 
celles-ci. D’après ces travaux, le PEG aurait aussi la capacité de déshydrater les 
membranes de manière à créer des zones localisées où la fusion peut apparaitre. Il y aurait 
création d’une structure intermédiaire de lipides qui ne serait pas une bicouche lipidique mais 
seulement une seule couche de lipides. Puis cet évènement se propagerait pour arriver à 
l’état de fusion des deux cellules 89. Cette idée a été validée plus tard par différents travaux 
comme ceux d’Evans et al. qui ont publié un article en 2002 expliquant aussi la fusion 
médiée par les PEG par une déshydratation de l’extérieur de la membrane plasmique 
permettant un contact entre les membranes ainsi que par un abaissement de l’énergie 
nécessaire au mélange des lipides des deux membranes mises en contact 90. 
2) Le Diméthylsulfoxyde 
a) Structure 
Le diméthylsulfoxyde (DMSO) est un solvant organique aprotique, polaire, miscible à l’eau, 
de formule brute C2H6OS (Figure 23) et de masse molaire 78,13 g.mol
-1. 
 
Figure 23 : Structure du DMSO 
 
Ce solvant a la particularité d’avoir une température de fusion assez élevée (18,5° C) et se 
présente comme un liquide incolore au-dessus de cette température. 
b) Utilisations en biologie 
Le DMSO est utilisé comme agent cryoprotecteur pour la congélation de cellules 91, 92, de 
gamètes 93, 94, d’embryons 95, 96, 97 et d’organes 98. Il possède aussi des propriétés de 
perméabilisation des membranes 53, 99 et de la peau 100, 101 et des propriétés anesthésiques 
102, 103. Il est aussi utilisé comme solvant pour transporter des médicaments 104, 105 ou comme 
piège à ROS (Reactive Oxygen Species) 106. De plus le DMSO peut permettre de générer 
des fusions cellulaires 107. 
58 
 
c) Mode d’action dans le cadre de la perméabilisation 
membranaire 
Les études faites pour comprendre les changements au niveau des lipides de la membrane 
en présence de DMSO ont révélé que le DMSO remplaçait les molécules d’eau présentes 
entre les têtes des phospholipides 108 . Ceci entraîne, pour certaines concentrations de 
DMSO, une augmentation de la surface membranaire ainsi qu’une diminution de l’épaisseur 
membranaire comme il est visible sur la Figure 24 109. En fait, il a été montré par la DM que le 
DMSO possède trois modes d’action distincts sur les bicouches lipidiques en fonction de la 
concentration appliquée. A faible concentration, le DMSO entraîne une diminution de 
l’épaisseur de la membrane et augmente la fluidité de celle-ci. A une concentration plus 
importante, le DMSO génère des pores hydrophiles dans la membrane.  
 
Figure 24 : Les différents modes d’action du DMSO sur les membranes 
phospholipidiques. Vues de côté des structures finales après simulation des systèmes de 
bicouches contenant 0, 5, 10 et 40 mol% de DMSO. Les lipides sont représentés en cyan, 
l’eau en rouge et le DMSO en jaune. Source : Gurtovenko et Anwar (2007) 110. 
Pour finir, à une concentration encore plus importante, les lipides sont désorbés de la 
membrane, ce qui est suivi par une destruction de celle-ci. 
Les résultats expérimentaux ont été confirmés par des travaux de Dynamique Moléculaire 
(DM) qui montrent que le DMSO s’insère préférentiellement sous la tête des phospholipides, 
à l’interface des zones hydrophile et hydrophobe (Figure 25) 111. Ces profils dépendent de la 
température.  
Par ailleurs, ces profils dépendent aussi de la concentration en DMSO dans la bicouche 
lipidique (Figure 26) 110. Jusqu’à 10 mol% de DMSO dans la membrane, une insertion de 
DMSO à l’interface des têtes et des chaines carbonées des phospholipides est observée. 
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Au-dessus de cette concentration, la membrane commence à être déstabilisée pour 
finalement être complètement détruite. 
 
 
Figure 25 : Profils de densité du DMSO à 5 mol% dans une bicouche de DPPC. Profils 
aux températures de 325°K (ligne pleine) et de 400°K (ligne pointillée). D’après Sum et de 
Pablo (2003) 111. 
Toutes ces observations suggèrent une augmentation de la perméabilité membranaire en 
présence de DMSO, ce qui a été décrit en détail par les simulations de dynamique 
moléculaire. Gurtovenko et al. ont montré une augmentation de la perméabilité membranaire 
due à l’effet du DMSO par l’intermédiaire de la création de pores hydrophiles dans des 





Figure 26 : Profils de densité du DMSO dans une bicouche lipidique de DPPC en 
présence de différentes concentrations de DMSO. Source : Gurtovenko et Anwar (2007) 
110. 
 
 Perméabilisation par des agents physiques C.
Il existe différentes méthodes de perméabilisation par des agents physiques formant le 
domaine de la vectorologie physique permettant l’internalisation de médicaments ou d’acides 
nucléiques dans les cellules. Certaines méthodes ne concernent que le transfert d’acides 
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nucléiques (canon à ADN, injection hydrodynamique) alors que d’autres techniques 
permettent l’internalisation de molécules de différentes natures (micro-injection, 
sonoporation, électroporation et électroperméabilisation). Les techniques ne permettant que 
l’internalisation des acides nucléiques ne sont pas développées dans ce manuscrit. 
La micro-injection consiste en l’injection de la substance d’intérêt dans le cytoplasme ou le 
noyau de la cellule étudiée à l’aide d’une micropipette de verre. La sonoporation, 
l’électroporation et l’électroperméabilisation sont détaillées ci-dessous. 
1) La sonoporation 
La sonoporation utilise des ultrasons pendant quelques secondes à quelques dizaines de 
minutes à des fréquences comprises entre 0,5 et 4 MHz 114 .Cette technique a plus de vingt 
ans. Elle a d’abord été utilisée in vitro et elle est maintenant utilisée in situ. Les travaux de 
Fechheimer et al. (1987) ont permis de montrer que cette méthode était applicable à des 
lignées cellulaires humaines en culture 115. Pendant une longue période, cette méthode a 
semblé peu efficace mais depuis quelques années, l’idée d’associer ces ondes sonores à 
des microbulles a permis de redonner un souffle nouveau à cette stratégie. En 2001, l’équipe 
de E. Unger a montré que la transfection de cellules du myocarde par des microbulles 
vecteurs d’ADN permet une internalisation efficace de gènes d’intérêt 116. En effet, ces bulles 
vecteurs d’ADN éclatent à cause des pressions acoustiques variables des ultrasons ce qui 
permet la libération de l’ADN. Depuis, de nombreuses études ont été menées sur l’utilisation 
de la sonoporation associée à des microbulles de gaz comme l’Albunex®, l’Optison®, et le 
Levovist® 117 qui servent d’agents de contraste.  
La théorie la plus probable est de penser que les pressions acoustiques permettent de faire 
éclater les microbulles par compressions et dilatations successives dues aux propriétés des 
ondes acoustiques. Si ces microbulles éclatent à proximité de la bicouche lipidique, il peut y 
avoir création de pores dans la membrane plasmique (Figure 27). 
Grâce à l’utilisation des microbulles associées aux ultrasons, cette méthode montre un taux 
de transfection élevé. En effet, les ultrasons associés aux microbulles de type Optison® 
permettent d’atteindre un taux de transfection de plus de 74 % sur des fibres musculaires du 
muscle tibial antérieur de souris in vivo 118. 
La sonoporation en association avec des microbulles a aussi montré son efficacité pour 
délivrer in vitro de la bléomycine (un médicament anticancéreux) à des cellules tumorales. 
Cette technique permet de tuer jusqu’à 70% des cellules traitées. Cependant, il faut noter 
que 40% des cellules traitées ont été tuées grâce à la bléomycine (cela correspond donc à la 
perméabilisation réversible) et que les 30% supplémentaires de mortalité sont dus à la 
sonoporation en présence de microbulles (ces 30% de mortalité sont retrouvés sans la 





Figure 27 : Principe de la sonoporation. D’après Duvshani-Eshet et Machluf (2005) 114 
 
2) L’électroporation et de l’électroperméabilisation 
a) Principe 
L’électroporation consiste en l’application d’impulsions de champ électrique sur les cellules 
pour augmenter la perméabilité membranaire. Ce concept a vu le jour au milieu des années 
60 avec les travaux de Sale et Hamilton (1968) 120. Au cours de leurs études sur des cultures 
cellulaires, les deux chercheurs ont montré que des molécules qui ne peuvent pas traverser 
la membrane plasmique dans des conditions normales peuvent être relarguées suite à 
l’utilisation d’un champ électrique. De plus, en 1982, Neumann et al. ont montré que le 
transfert de gène dans une cellule était possible par l’utilisation de champs électriques 72. De 
nombreux travaux utilisant cette technologie ont suivi cette découverte.  
Les cellules sont placées entre des électrodes sur lesquelles on applique un champ 
électrique. Si le champ électrique est suffisamment fort, il y a perméabilisation de la cellule 
avec un effet maximum au niveau des pôles de la membrane qui font face aux électrodes 
(Figure 28 a)). Selon l’amplitude et la durée du champ électrique et selon le nombre 
d’impulsions délivrées il est possible d’induire une perméabilisation réversible (entre une et 
huit impulsions, champ électrique compris entre quelques dizaines de kV.m-1 et moins de 
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200 kV.m-1, durée de l’ordre de 100 µs) ou irréversible (de quelques impulsions à quelques 
centaines d’impulsions, champ électrique compris entre 150 kV.m-1 et 250 kV.m-1 121, 122 et 
durée de quelques dizaines de µs à quelques ms). L’électroporation réversible est utilisée 
pour faire entre des molécules thérapeutiques (telles que des médicaments ou des acides 
nucléiques) mais aussi pour faire fusionner des cellules entre elles. L’électroporation 
irréversible est utilisée pour l’ablation de tumeurs in vivo et pour la stérilisation de liquides in 
vitro, par exemple. 
 
 
Figure 28 : Principes et applications de l’électroporation. a) principe de l’électroporation 
et perméabilisation localisée. b) applications : perméabilisation réversible pour l’entré de 
médicaments ou d’ADN, perméabilisation irréversible et fusion cellulaire. Source : Corovic et 
al. (2009) 123. 
b) Les différentes impulsions électriques utilisées 
i. Les impulsions milliseconde 
Les impulsions dites « milliseconde » sont utilisées soit pour perméabiliser la membrane 
plasmique soit pour déplacer les acides nucléiques (chargés négativement) dans la solution 
ou le tissu pour permettre une entrée de ces molécules dans les cellules. Ces impulsions 
sont aussi appelées impulsions LV (low voltage). 
Dans plusieurs articles cherchant à perméabiliser la membrane plasmique de cellules 
animales 124, 125, un train de 10 impulsions de 5 ms et d’amplitude de 10 à 90 kV.m-1 a été 
appliqué. Dans les travaux de Coustets et al. (2013) visant à extraire les protéines contenues 
dans des microalgues, un train de 15 impulsions plus courtes (2 ms) mais de plus forte 
amplitude (300 kV.m-1) a été utilisé 126. Dans ce cas, il y a électroporation irréversible. Par 
ailleurs, en 2012, Mauroy et al. ont utilisé 10 impulsions de 5 ms et d’amplitude 21-26 kV.m-1 
pour montrer que ces champs électriques peuvent déformer et altérer des vésicules géantes 
unilamellaires (ou Giant Unilamellar Vesicules –GUV- en anglais) en générant une 
perméabilisation et une perte de lipides 127. 
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Les impulsions milliseconde peuvent aussi être utilisées pour générer une force 
électrophorétique permettant le mouvement de molécules chargées, telles que l’ADN, dans 
la solution ou dans le tissu traité. Ce type d’impulsion peut être délivré après l’application 
d’une impulsion de 100 µs et de l’ordre de 100 kV.m-1, par exemple, visant à perméabiliser 
les membranes plasmiques des cellules. L’association de ces deux types d’impulsions 
électriques permet d’améliorer considérablement le taux de transfection lorsque des acides 
nucléiques sont utilisés et ce surtout in vivo.  
ii. Les impulsions microseconde 
Les impulsions dites « microseconde » utilisées le plus fréquemment sont des impulsions 
rectangulaires de durée de l’ordre de 100 µs et de champ électrique de l’ordre de 100 kV.m-1. 
Elles sont souvent appelées impulsions HV (high voltage). 
Il a été montré que des impulsions de 100 µs (en général, une à huit impulsions délivrées à 
1 Hz) et d’une amplitude d’environ 100 kV.m-1 permettent de perméabiliser de nombreux 
types cellulaires in vitro et in vivo. Ce type d’impulsions permet l’internalisation de 
nombreuses molécules telles que le LY 59, 128, la bléomycine 68, 129, in vitro ou le (51)Chrome-
Acide Ethylènediaminetétraacétique (51)Cr-EDTA 130, 131 ou une séquence d’ADN 
plasmidique (en association avec une ou des impulsions milliseconde pour créer une force 
électrophorétique) 132, 133 in vivo. 
Ce type d’impulsions peut donc être utilisé pour entrainer l‘électroperméabilisation de la 
membrane cellulaire permettant de faire entrer des acides nucléiques ou des médicaments 
mais ces impulsions peuvent aussi être utilisées pour réaliser la fusion de cellules en contact 
ou même pour rompre l’intégrité membranaire des cellules et entrainer une mort cellulaire 
dans le cas de l’électroperméabilisation irréversible (Cf. II.D.). 
iii. Les impulsions nanoseconde 
Les impulsions dites « nanoseconde » sont étudiées depuis une dizaine d’années. Ces 
impulsions de quelques nanosecondes à quelques centaines de nanosecondes ont la 
particularité de pouvoir affecter les membranes des organites intracellulaires en plus de la 
membrane plasmique (Cf. III. A. 3) 
c) Combinaison et comparaison des impulsions HV et LV et 
optimisation 
Certaines études utilisent une combinaison d’impulsions HV et LV. Les travaux de 
Satkauskas et al. (2002) ont montré l’importance des impulsions LV dans la combinaison 
d’impulsions LV et HV pour l’entrée de l’ADN dans le muscle 131. Une première impulsion de 
100 µs et de « High Voltage » (HV) est appliquée dans un premier temps ce qui permet de 
perméabiliser les cellules musculaires puis l’application d’une ou de quatre impulsions LV 
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permet d’augmenter le niveau de transfection même si cette dernière impulsion est 
appliquée jusqu’à 50 min après l’impulsion HV. 
Une étude de Cemazar et al. a comparé l’efficacité de transfection in vivo d’un protocole 
utilisant des impulsions milliseconde avec le protocole classique d’électrotransfert de gènes 
utilisant des impulsions microseconde. Ils ont utilisé huit impulsions de 60 kV.m-1 et de 5 ms 
pour les impulsions milliseconde et huit impulsions HV de 100 µs de 60 à 140 kV.m-1 suivies 
de une à huit impulsions LV de 8 à 16 kV.m-1 et de durée 50 à 400 ms pour le protocole 
utilisant les impulsions microseconde. Le résultat de cette étude est que ces deux 
protocoles, lorsqu’ils sont optimisés, permettent d’obtenir des niveaux d’expression similaires 
134.  
Cependant, André et al. ont montré à la même époque qu’en optimisant la durée du laps de 
temps entre les impulsions HV et les impulsions LV (paramètre qui n’avait pas été optimisé 
dans l’étude de Cemazar et al.) il est possible d’obtenir une efficacité de transfection bien 
supérieure à celle mesurée pour une série de huit impulsions milliseconde 133. 
Par ailleurs, les travaux de Hojman et al. expliquent que l’association d’une impulsion HV 
avec une impulsion LV permet de limiter les dommages faits au tissu et permet une 
perméabilisation satisfaisante mais inférieure à celle induite par huit HV de 20 ms et de 
24 kV.m-1 ou par huit HV de 100 µs et de 100 kV.m-1. La combinaison d’une impulsion HV 
avec une impulsion LV est donc plus sure car elle est moins toxique. Cependant, 
l’expression du plasmide électrotransfecté n’était pas le but de cet article mais ce facteur 
pourrait aussi être pris en compte lors de l’optimisation de la méthode en vue d’une 
utilisation donnée 135. L’efficacité de transfection de différentes combinaisons d’impulsions a 
été évaluée dans l’article d’André et al. (2008) sur le même modèle (une partie des auteurs 
est communes aux deux articles) sur différentes modèles (muscle squelettique, tumeur, fois, 
peau) 133. Les combinaisons d’une impulsion HV suivie d’une ou de plusieurs impulsions LV 
(délivrées à une fréquence de 1 Hz) séparées ou non par un délai de 1 s (entre les 
impulsions HV et LV) ont été comparées à la combinaison de huit impulsions LV de 20 ms 
délivrées à 1 Hz. L’expression de la luciférase est 10 fois plus importante, dans le muscle 
squelettique, lorsque la combinaison d’une impulsion HV de 100 µs et de 60 ou 80 kV.m-1 
suivie par une impulsion LV de 400 ms et de 8 kV.m-1 appliquée après un délai de 1 s est 
utilisée par comparaison à la combinaison de huit impulsions LV de 20 ms et de 20 kV.m-1 
(1 Hz). Lorsque le délai de 1 s entre l’impulsion HV et l’impulsion LV n’est pas utilisé, 
l’efficacité de la transfection est comparable avec celle utilisant un train huit impulsions LV de 
20 ms. Le délai de 1 s entre les deux impulsions est donc très important dans cette 
expérience. Ce délai est aussi important lorsque ces impulsions sont appliquées à la peau. 
Cependant, l’ajout d’un délai de 1 s entre les impulsions HV et LV n’améliore pas la 
transfection lorsqu’un modèle de tumeur est utilisé (B16, mélanomes de souris). Pour le foie, 
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une autre combinaison a été utilisée. Une impulsion HV de 55 kV.m-1 a été suivie par huit 
impulsions LV de 400 ms et de 8 kV/m-1. Il n’y a pas non plus d’amélioration de 
l’électrotransfert du foie en utilisant 1 s de délai entre l’impulsion HV et les impulsions LV. 
Dans ce cas-ci, l’ajout de l’impulsion HV avant les huit impulsions LV présente la même 
efficacité que lorsque seuls huit LV sont délivrés. Par contre cette combinaison (comprenant 
le délai de 1 s ou non) est plus efficace que la combinaison composée de huit impulsions LV 
de 20 ms et de 25 kV.m-1 délivrée à 1 Hz. Il y a donc des facteurs spécifiques aux tissus qui 
jouent un rôle important dans l’efficacité respective des impulsions HV et LV. 
 
En conclusion, dans les deux cas il faut des impulsions milliseconde pour créer la force 
électrophorétique permettant le déplacement de l’ADN dans le tissu. Cette force 
électrophorétique n’est pas essentielle dans le cas d’études in vitro. 
 
3) Les mécanismes de l’électroporation et de 
l’électroperméabilisation 
A l’état de repos de la cellule, la membrane plasmique se comporte comme un isolant d’un 
point de vue électrique. Cependant, certains ions, comme principalement l’ion K+, sont 
continuellement mis en mouvement par les pompes ATPase Na+-K+ ce qui entraine un 
déséquilibre ionique de part et d’autre de la membrane. C’est ce qui crée la différence de 
potentiel de repos ou potentiel dit de membrane (Cf. I.A.5)  
Lorsque les cellules sont soumises aux champs électriques décrits ci-dessus (impulsions 
milliseconde, microseconde ou nanoseconde), les charges mobiles (principalement les ions) 
vont se déplacer sous l’action de la force électrophorétique induite par le champ électrique, 
ce qui va avoir pour conséquence de charger la membrane. Lorsque la différence de 
potentiel induite atteint une valeur critique, appelée seuil de perméabilisation, les propriétés 
de la membrane changent et la membrane perd son caractère isolant. La membrane 
plasmique devient donc plus perméable à l’eau, aux ions et aux molécules de taille moyenne 
(marqueurs de perméabilisation, certains médicaments, plasmides, ADN, …). Dans le cas 
d’une électroperméabilisation réversible, cette augmentation de la perméabilité de la 
membrane plasmique ne dure que de quelques minutes à quelques dizaines de minutes puis 
la membrane revient à son état d’origine. 
Dans le cas des impulsions millisecondes et microsecondes, la durée des impulsions est 
plus longue que le temps de charge de la membrane donc la membrane a le temps d’être 
chargée jusqu’à atteindre le régime statique. Même si la durée des impulsions est plus 
courte que le temps de charge de la membrane il a été montré par des marqueurs 
fluorescents sensibles à la différence de potentiel que la membrane plasmique se charge 
67 
 
pendant l’application d’impulsions de 100 ns et de 9,5 mV.m-1 136. De plus, il a été montré par 
la méthode du patch-clamp que la conductivité de la membrane plasmique était modifiée par 
l’application d’impulsions nanoseconde de 60 ns 137. Cette observation est aussi faite lors de 
l’application d’impulsions microseconde ou milliseconde. Il semblerait donc que la différence 
de potentiel générée par les impulsions nanosecondes ne puisse pas atteindre le régime 
statique mais que sa variation soir suffisante pour atteindre le seuil de perméabilisation (à 
relier avec la grande amplitude des champs électriques utilisés pour les impulsions 
nanosecondes). 
a) La modification de la différence de potentiel 
transmembranaire 
La différence de potentiel transmembranaire de repos, Δψ0, est comprise -20 mV et -200 mV 
selon l’espèce et le type cellulaire 30. A ce potentiel de repos s’ajoute la variation du potentiel 
transmembranaire (Δψi) induite lorsqu’une cellule possédant une membrane homogène est 
soumise à l’application d’un champ électrique uniforme. Ce phénomène peut-être décrit, en 
première approximation, par l’équation (1) déterminée par la résolution de l’équation de 
Laplace  138 :  
Δψi = f E r cos(θ) [1-exp(
  
  
)]   (1) 
Où E est l’amplitude du champ électrique, r est le rayon de la cellule, θ est l’angle mesuré 
entre la normale à la position sur la membrane de la cellule et la direction du champ 
électrique et f est une fonction dépendant des propriétés géométriques et physiques de la 
cellule définie par l’équation (2) 139 :  
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et    est la constante caractéristique de temps de la membrane définie par l’équation 
(3)  138:  
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où d est l’épaisseur de la membrane, λi est la conductivité du cytoplasme, λm est la 
conductivité de la membrane, λ0 est la conductivité du milieu extracellulaire et Cm est la 
capacitance de la membrane. 
Si l’on fait l’approximation de considérer la membrane comme un isolant parfait, on obtient :  






De plus, dans le cas des impulsions milliseconde et microseconde, il est supposé que la 
durée de l’impulsion est bien supérieure à la constante caractéristique de temps de la 
membrane donc :  
t>>    => [1-exp(-
 
  
)] → 1 




 E R cos(θ)     (4) 
La valeur de Δψi en un point de la membrane est donc dépendante de la position de ce point 
sur la membrane comme le montre la Figure 29 . 
 
Figure 29 : Représentation des variations de la différence de potentiel 
transmembranaire induit par l’application d’un champ électrique uniforme sur une 
cellule de rayon r. Les flèches rouges représentent le potentiel de repos et les flèches 
violettes représentent le potentiel transmembranaire induit. 
 
Les valeurs de Δψi les plus grandes sont retrouvées au niveau des pôles de la cellule faisant 
face aux électrodes. Le pôle de la cellule face à l’anode est hyperpolarisé alors que celui 
face à la cathode est dépolarisé. Il est possible de tracer une courbe des potentiels totaux 





Figure 30 : Représentation schématique de la différence de potentiel totale en fonction 
de θ pour une cellule sphérique. 
 
Il est donc possible de prédire les zones de la membrane où la perméabilisation sera la plus 
importante. 
Cette théorie a été vérifiée par plusieurs expériences comme le montrent les travaux de 
Kinosita et al. (1988) 141 ou ceux de Kotnik et al. (2010) 142. Comme le montrent les travaux 
de Kotnik et al., il est possible d’observer les variations du Δψi grâce à des marqueurs 
fluorescents sensibles aux potentiels transmembranaires tels que le di-8-ANEPPS tout en 
suivant en parallèle l’entrée d’un marqueur de perméabilisation tel que l’IP pour vérifier cette 
théorie. Ces travaux prouvent que le modèle est totalement en accord avec la réalité (Figure 
31). Sur cette figure, la variation du potentiel transmembranaire entre deux temps est 
représentée (avant l’exposition et pendant l’exposition au champ électrique). Le potentiel de 
repos n’est donc pas pris en compte dans cette représentation.  
 
En effet, les zones les plus affectées sont bien les pôles de la cellule faisant face aux 





Figure 31 : Visualisation des variations locales de potentiel membranaire sur une 
cellule sphérique d’ovaire de hamster chinois (Chinese Hamster Ovary cells, CHO). A. 
changements de la fluorescence du di-8-ANEPPS causés par une impulsion électrique non 
perméabilisante de 50 ms, 10 kV.m-1. B. transport d’IP (dans la même cellule) causé par une 
impulsion électrique perméabilisante de 1,5 ms, 65 kV.m-1 visualisé 200 ms après 
l’exposition. La barre fait 5 µm. C. la courbe pleine représente les valeurs du potentiel 
membranaire mesurées le long de la membrane plasmique de la cellule en A (comme 
indiqué sur la figure A) et la courbe en pointillés représente le modèle prédit par l’équation 
(4). A noter : dans le panneau B, de toute évidence, il y a eu une inversion de la direction de 
la flèche qui représente le champ électrique appliqué à cette cellule puisque c’est toujours le 
pôle faisant face à l’anode qui est le plus perméabilisé dans une cellule animale. Source : 
Kotnik et al. (2010) 142. 
b) Le seuil de perméabilisation et la rupture de la membrane  
Pour qu’il y ait rupture de la membrane, il faut que le Δψt atteigne le seuil de perméabilisation 
Δψs. Lorsqu’un champ électrique est appliqué sur une cellule, il induit une variation du 
potentiel transmembranaire qui vient s’ajouter au potentiel transmembranaire de repos de la 
cellule. La notion de seuil de perméabilisation Δψs , qui implique d’atteindre un champ 
électrique externe seuil Es, a été introduite par Neumann et Rosenheck (1972)
 143. Le seuil 
de perméabilisation dépend, entre autres, de la taille et de la conformation du marqueur 
utilisé pour observer cette perméabilisation. 
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i. Influence de l’intensité du champ électrique 
En 1990, il a été montré par Rols et Teissié que l’étendue de la perméabilisation est 
directement dépendante de l’amplitude du champ électrique appliqué sur les cellules alors 
que le nombre d’impulsions et la durée de ces impulsions influence l’intensité du flux de 
molécules pouvant traverser la membrane perméabilisée 144.  
Par ailleurs, il existe différentes hypothèses expliquant la rupture de la membrane. Si la 
bicouche lipidique est considérée comme un fluide homogène, cette rupture pourrait être due 
aux forces de compression qui s’appliquent de part et d’autre de la membrane. Lorsque ces 
forces ne sont plus compensées par les forces viscoélastiques du fluide homogène, auquel 
est assimilée la membrane, cela entraîne une cassure qui rend la membrane perméable 145, 
146. La rupture de la membrane pourrait aussi être due à la présence de défauts sur la 
membrane plasmique qui grandissent sous l’action du champ électrique 147. Cependant, ces 
différents modèles ne permettent pas d’expliquer l’effet de plusieurs impulsions ou l’effet 
d’impulsions plus ou moins longues sur une membrane. L’entrée de marqueurs de 
perméabilisation dépend aussi du nombre d’impulsions et de la durée de ces impulsions 
puisque ces paramètres influencent l’intensité des flux de molécules traversant la 
membrane, ce qui ne peut pas être prédit par ces modèles. De plus, ces modèles ne 
permettent pas non plus de prédire l’effet produit par l’augmentation du champ au-dessus du 
seuil de perméabilisation. En effet, lorsque le champ atteint une valeur seuil, le début de la 
perméabilisation est observé. Si des impulsions d’amplitude de champ supérieure sont 
appliquées, dans un premier temps, une augmentation de la proportion des cellules 
perméabilisée est visible. Ceci est vrai jusqu’à une certaine valeur de champ puis pour des 
valeurs plus importantes une augmentation de la mortalité (donc de la perméabilisation 
irréversible) se produit.  
Cependant, il faut noter que la valeur du champ électrique Eseuil qui doit être appliquée pour 
permettre la perméabilisation d’une cellule donnée dépend aussi fortement du marqueur de 
perméabilisation et de la sensibilité de la technique de détection utilisée. 
ii. Influence de la taille et de la géométrie des objets 
perméabilisés 
D’après l’équation (4), l’amplitude du champ électrique nécessaire à la perméabilisation est 
dépendante du rayon de la cellule électroporée. Plus le rayon de la cellule est grand, plus 
l’amplitude du champ électrique nécessaire pour atteindre le seuil de perméabilisation est 
faible. Rols et Teissié ont comparé les champs nécessaires pour perméabiliser des cellules 
CHO (diamètre ~15 µm) et des érythrocytes (diamètre ~7 µm) et ont trouvé qu’il fallait un 
champ deux fois plus faible pour perméabiliser les cellules CHO par rapport aux érythrocytes 
70. Cependant, les marqueurs utilisés pour visualiser la perméabilisation de ces deux types 
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de cellules n’étaient pas les mêmes. La perméabilisation des cellules CHO a été suivie par 
l’entrée de bleu de Trypan, de poids moléculaire 965 g/mol-1, alors que celle des érythrocytes 
a été suivie en mesurant le relargage d’hémoglobine, de poids moléculaire de    
68 000 g.mol-1. Même si ces résultats sont cohérents avec la théorie, ils doivent être 
nuancés car plus les molécules suivies sont grosses plus le niveau de perméabilisation 
permettant leur passage à travers la membrane doit être important (cf. II. A. 3). Cependant, 
la sensibilité de la méthode de détection du marqueur entre en cause dans la détection de la 
perméabilisation et peut compenser les différences observées au niveau des tailles de 
marqueurs utilisés. 
Par ailleurs, l’effet de la taille est confirmé par le fait que les bactéries qui ont une taille 
inférieure aux cellules animales ou végétales (environ 1 à 3 µm pour les bactéries contre 
environ 10 à 100 µm pour les cellules animales et végétales) nécessitent des champs 
électriques supérieurs pour être perméabilisées de manière réversible ou irréversible. En 
effet, la plupart des cellules animales et végétales en suspension sont perméabilisées 
irréversiblement pour un champ électrique autour de 150 - 250 kV.m-1 121, 122 alors que les 
bactéries doivent être soumises à des impulsions de plus forte amplitude (de l’ordre de 
1 MV.m-1). Les travaux de Goldberg et al. rapportent que 53% des E. coli présents dans une 
solution à décontaminer et dont la taille est comprise entre 0,5 et 3 µm survivent à 
20 impulsions de 100 µs et de 540 kV/m-1 (délivrées à 1 Hz). Cependant, seulement 0,37% 
de ces bactéries survivent à 20 impulsions identiques mais de 1 MV.m-1 148. 
Une autre preuve de l’implication de la géométrie et de la taille des objets à 
électroperméabiliser est donnée dans un article de Rols et Teissié de 1990. Ils ont montré 
que les mêmes cellules CHO ne nécessitent pas le même champ électrique pour être 
perméabilisées lorsqu’elles sont en suspension et rondes ou lorsqu’elles sont adhérentes et 
étalées. En effet, en suspension il faut appliquer un champ de 70 kV.m-1 pour visualiser 
l’entrée du marqueur de perméabilisation choisi, le bleu de trypan, alors que 30 kV.m-1 sont 
suffisants pour perméabiliser ces mêmes cellules lorsqu’elles sont étalées en tapis cellulaire 
144. 
Kotnik et al. (2010) ont aussi montré théoriquement que la géométrie ainsi que l’orientation 
des cellules par rapport à l’orientation du champ étaient des paramètres très importants. En 
effet, les valeurs maximales du potentiel transmembranaire induit dépendent de ces 




Figure 32 : Simulation des variations du potentiel transmembranaire induit 
normalisées par rapport à la taille des cellules et à la force du champ électrique 
appliqué. Le champ est appliqué à des cellules sphéroïdales avec R2 = 5 x R1 (R2 est le 
grand axe de l’objet étudié et R1 est le petit axe) correspondant et avec l’axe de rotation 
aligné avec le champ (ligne pleine), orienté à 45° par rapport au champ (ligne hachée) ou 
orienté perpendiculairement au champ (ligne pointillée). Source : Kotnik et al. (2010) 142 
En effet, la cellule dont l’axe de rotation est aligné avec le champ est celle qui présente les 
extrêmes maximaux de potentiel transmembranaire induits alors que la cellule 
perpendiculaire au champ présente les potentiels les plus faibles. Enfin, cette étude montre 
aussi que la forme des courbes dépend de l’orientation des cellules 142. 
iii. Influence de la durée des impulsions appliquées 
Il a été observé que la création de pores était possible dans des membranes comprenant 
des protéines (comme les membranes plasmiques des cellules) mais aussi dans des 
bicouches purement constituées de lipides (comme les GUV) 127. L’étude d’Abidor et al. 
(1979) a été réalisée sur des bicouches purement lipidiques et a montré que la durée des 
impulsions influe aussi sur la tension pour laquelle on observe une rupture de la membrane 
comme montré sur la Figure 33. Plus la durée des impulsions est longue, plus les seuils de 





Figure 33 : Relation entre la durée de vie moyenne d’une bicouche lipidique artificielle 
en fonction de la tension à ces bornes pour différents lipides. 1. lécithine. 2. lécithine 
synthétique avec des chaines carbonées stéarine. 3. cholestérol et lécithine. 4. lipides 
généraux. D’après Abidor et al. (1979) 147. 
En effet, la création d’un pore sous l’action d’un champ électrique est un phénomène 
stochastique donc plus le temps pendant lequel l’impulsion est appliquée est important, plus 
la probabilité d’observer un pore se former est importante. 
iv. Influence des lipides composant la bicouche lipidique 
Polak et al. ont montré, en 2013, que le seuil de perméabilisation dépendait aussi de la 
composition de la bicouche lipidique et des propriétés physico-chimiques des lipides étudiés. 
Ces travaux ont été réalisés en dynamique moléculaire (DM) sur trois lipides différents : le 
DPPC, le diphytanoyl-phosphocholine-ester (DPhPC-ester) et le diphytanoyl-
phosphocholine-éther (DPhPC-éther) présentés Figure 34. Ce choix a été fait pour étudier 
l’impact sur le seuil de perméabilisation des groupements méthyl sur les chaines carbonées 
de ces archéolipides ainsi que des liaisons éthers qu’ils possèdent.  
 
Figure 34 : Structure des lipides étudiés dans les travaux de Polak et al. (2013). A 
droite, les atomes sont représentés selon le code couleur (O : rouge, C : cyan et jaune, H : 




La perméabilisation est suivie, in silico (DM), par l’apparition d’un pore dans la portion de 
membrane étudiée. Le DPPC est perméabilisé pour un potentiel transmembranaire plus 
faible (2,3 V) que le DPhPC-ester (3 V) qui lui-même est perméabilisé pour un potentiel plus 
faible que le DPhPC-éther (3,7 V). Cependant, ces valeurs de perméabilisation semblent 
supérieures à celles observées couramment (Cf. II. C. 4. v.) même pour le DPPC qui est un 
phospholipide classique retrouvé chez les eucaryotes. Les archéolipides sont des lipides très 
stables qui résistent à des conditions extrêmes et il semblerait que les propriétés physico-
chimiques de ces lipides permettent d’augmenter le potentiel transmembranaire que les 
bicouches lipidiques faites avec ces lipides peuvent supporter. Cela a donc pour 
conséquence directe d’augmenter le seuil d’électroperméabilisation. 
v. Valeurs de seuils de perméabilisation 
En 1975, Coster et Zimmermann ont mesuré le seuil de perméabilisation de cellules de 
Valonia utricularis (une algue verte géante) par des méthodes électriques. Ils ont observé 
que le seuil de perméabilisation était dépendant de la température puisqu’à 4°C 1000 mV 
sont nécessaire pour observer une rupture de la membrane alors qu’à 30°C, seulement 
640 mV sont nécessaires 150. Il faut noter que, dans ces expériences, une des électrodes est 
insérée dans la vacuole et l’autre à l’extérieur de la cellule. L’impulsion électrique traverse 
donc la paroi, la membrane plasmique et la membrane de la vacuole (tonoplaste). Même si 
la paroi peut être considérée comme transparente pour la propagation de l’impulsion, la 
configuration est différente de celle des cellules animales étudiées en patch clamp ou seule 
la membrane plasmique est traversée. De plus, Hibino et al. (1993) ont montré que le seuil 
de perméabilisation était d’environ 1 V pour des œufs d’oursins. Cette valeur a été obtenue 
en utilisant une sonde fluorescente dont l’intensité de fluorescence dépend du potentiel 
transmembranaire 151.. 
Teissié et Tsong (1981) ont travaillé sur un modèle de vésicules lipidiques de 100 nm de 
diamètre en observant la fuite de saccharose (342 g.mol-1) comme indicateur de la 
perméabilisation et ont montré que le seuil de perméabilisation est atteint lorsque le potentiel 
transmembranaire atteint environ 200-300 mV 152. Teissié et Rols ont également évalué 
expérimentalement le seuil de perméabilisation des cellules CHO en suivant l’entrée de bleu 
trypan (965 g.mol-1). D’après leurs résultats, ces cellules sont perméabilisées lorsque leur 
potentiel transmembranaire atteint environ 250 mV 153. De plus, dans cet article ils ont évalué 
par le calcul le potentiel transmembranaire atteint dans d’autres travaux publiés par leur 
équipe au préalable et ont montré que des protoplastes de bactéries et de cellules végétales 
sont perméabilisés quand leur potentiel transmembranaire atteint des valeurs comprises 
entre 100 et 250 mV. 
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En 2011, Wegner et al. ont utilisé la technique du patch-clamp sur cellule entière pour 
montrer que les protoplastes végétaux dérivées de cultures de tabac étaient perméabilisés 
pour des hyperpolarisations du potentiel transmembranaire de -250 mV à -300 mV et des 
dépolarisations de +200 à +250 mV 154. Dans le même article, ils ont aussi montré que pour 
une algue marine géante (Valonia utricularis), il faut atteindre +800 mV pour observer une 
perméabilisation. Comme dans les travaux de Coster et Zimmermann (1975), présentés plus 
haut, les électrodes étaient séparées par la membrane plasmique et le tonoplaste (ici la paroi 
a été retirée). Dans cette étude, le champ appliqué grâce au patch-clamp est un champ 
homogène sur toute la cellule et la perméabilisation est visualisée en suivant la baisse de la 
conductance de la membrane qui est un moyen indirect de suivre le passage des ions à 
travers la membrane.  
En résumé, les valeurs de seuils de potentiels transmembranaires rapportées dans la 
littérature varient donc entre 100 mV et 1 V. 
c) L’état perméabilisé de la membrane 
i. Influence de l’augmentation du champ électrique au-dessus 
du seuil de perméabilisation 
Lorsque le seuil de perméabilisation est atteint, la cellules est dans un état dit perméabilisé. 
Si l’amplitude du champ électrique est augmentée au-dessus du champ nécessaire à la 
perméabilisation de la cellule, Rols et Teissié ont montré en 1990 que cela avait pour 
conséquence d’augmenter l’air de la zone perméabilisée de la cellule 144. 
ii. Electroporation et formation de pores ou la théorie initiale 
Le phénomène d’électroperméabilisation a été décrit par plusieurs modèles. En 1979, Abidor 
et al. ont initié l’hypothèse de la formation de pores dans la membrane en réponse à 
l’application de champs électriques 147. Cette hypothèse a été reprise par différentes équipes 
dans les années suivantes 155, 156. Chang et Reese ont ainsi essayé d’observer les pores 
formés par électroporation dans une membrane au microscope électronique et ont publié un 





Figure 35 : Surface de membrane d’érythrocytes humains cryogénisés 40 ms après 
l’application d’impulsions électriques électroporantes. Observation au microscope 
électronique avec un grossissement de 60 000x. Source : Chang et Reese (1990) 157 
 
Ces observations réalisées en milieu hypotonique n’ont pas pu être reproduites sur d’autres 
types cellulaires et dans d’autres conditions d’osmolarité. Il a été admis par la suite que ces 
images étaient dues à un artéfact causé par la technique de fixation des membranes. Depuis 
cette période, personne n’a pu réellement observer de pores dus à l’électroporation dans des 
bicouches lipidiques. 
Cependant, l’apparition de travaux de dynamique moléculaire sur l’électroporation a permis 
de visualiser numériquement des pores virtuels in silico. Ces expériences reposent sur de 
nombreuses hypothèses ainsi que sur les propriétés physico-chimiques des membranes. En 
2004, Tieleman a travaillé sur des portions virtuelles de bicouche lipidique de 26x29 nm et a 
publié des images de ces pores virtuels (Figure 36) 158. Il explique que la formation de pores 
est due au gradient de champ électrique local à l’interface entre l’eau et les lipides. Les 
molécules d’eau peuvent bouger dans ce gradient de champs électrique ce qui augmente la 
probabilité d’observer une molécule d’eau traverser la membrane plasmique. Ce passage 
d’une molécule d’eau entraîne une augmentation du champ local qui accélère le phénomène 
et permet le grossissement de la colonne d’eau formée jusqu’à la formation d’un pore 
complètement hydrophile.  
L’année suivante, Tarek a confirmé ces résultats et a montré que ces défauts dans l’eau 
interfaciale se formaient de part et d’autre de la membrane et finissaient par se rejoindre 
pour former un canal hydrophile. Il a aussi montré que le temps nécessaire pour observer la 
création d’un pore dépend de l’intensité du champ électrique appliqué (1 ns lorsque 
0,5 V.nm-1 sont appliqués contre 200 ps pour 1 V.nm-1) et que la membrane se refermait en 
quelques nanosecondes après la fin de l’impulsion électrique 159. Tarek et Tieleman ont aussi 
montré dans leurs articles respectifs que les têtes polaires des phospholipides stabilisaient le 
canal formé au milieu de la membrane. De plus, des lipides pourraient passer d’un feuillet à 
l’autre de la membrane le long de ces canaux hydrophiles et passer de la couche intérieure 
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de la membrane à la couche extérieure et inversement. Cela est en accord avec 
l’externalisation des PtdSer observée lors de l’électroporation induite par des impulsions 
microseconde 160 ou nanoseconde (Cf. III. A. 3) d) ) (alors qu’ils sont normalement retrouvées 
principalement dans la couche interne de la membrane plasmique, Cf. I. A. 2) d)). 
En 2007, Vernier et Ziegler ont eux aussi confirmé les travaux antérieurs et ont publié que 
les moment dipolaires des têtes des phospholipides ainsi que des molécules d’eau 
interfaciale s’alignent le long du champ électrique et que ce mécanisme est impliqué dans la 
formation des pores 161. En 2010, Levine et Vernier ont étudié le cycle de « vie » des pores et 
les temps nécessaires à la création et à la disparition des pores sous l’influence d’un champ 
électrique. Ils ont montré que les temps nécessaires à la formation et à la disparition d’un 
pore dépendent du champ appliqué. Cependant le temps de formation d’un pore est plus 
court que celui de sa disparition (de l’ordre de 1 ns et de 10 ns respectivement) 162. En 2012, 
ils ont aussi montré que la présence de calcium et de phospholipides dont la tête est 
chargée (telle que la PtdSer) augmentait le temps de création d’un pore et diminuait son 
temps de disparition 163. La disparition rapide des pores a été vérifiée grâce à des 
expériences de Breton et al. sur des vésicules lipidiques suivant l’entrée de siARN 
fluorescents. En effet, lorsque le champ est arrêté, il est possible d’observer des molécules 






Figure 36 : Prises de vue d’une simulation in silico d’une bicouche lipidique de 
Dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) soumise à un champ électrique de 0,5 kV.m-1 en 
présence de 1 M de NaCl. La série commence à 5050 ps quand il n’y a pas encore de signe 
clair de formation de pore. Les ions et les chaines carbonées des lipides ne sont pas 
représentés pour la clarté de l’illustration. Les parties choline des têtes des phospholipides 
sont représentées en vert et la partie phosphate/glycérol est représentée en jaune. Le 
potentiel est positif en haut de chaque prise de vue par rapport au bas. Source Tieleman 
(2004) 158. 
L’équipe de T. Vernier a récemment publié que l’orientation des molécules d’eau interfaciale 
est en fait l’élément primordial à l’origine de la formation des pores et que la bicouche 
lipidique est en fait un composé passif dans ce phénomène puisque si cette bicouche est 
virtuellement remplacée par une couche de vide, on observe les mêmes mécanismes 164. 
Tous ces travaux confirment que la traversée d’une molécule d’eau à travers une bicouche 
lipidique est un évènement stochastique dont la probabilité d’apparition est augmentée par 
l’application d’un champ électrique suffisamment important. De plus, il semblerait qu’il y ait 
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une plus grande probabilité d’observer l’apparition d’un pore dans une zone de la membrane 
présentant un défaut 165. 
Les mécanismes de la perméabilisation membranaire faite par les impulsions nanoseconde 
ont été étudiés à l’aide de la DM. Les différents travaux de DM réalisés sur les impulsions 
nanoseconde montrent que, sous l’action d’un champ électrique de très forte intensité, l’eau 
se comporte comme un dipôle électrique qui peut s’orienter en quelques ps et générer un 
potentiel transmembranaire induit sans que les ions ne soient impliqués 71, 166. D’après ce 
point de vue, les mécanismes à l’origine de la perméabilisation induite par les impulsions 
nanoseconde sont légèrement différents de ceux impliqués dans la perméabilisation par des 
impulsions microseconde ou milliseconde. Dans les deux cas, il y a rupture de la membrane 
due à une différence de potentiel au niveau de la membrane mais pour les impulsions 
milliseconde ou microseconde, cette différence de potentiel est due principalement à 
l’accumulation de charges alors que pour les impulsions nanosecondes elle est 
principalement due à l’orientation des moléculaires polaires d’eau dans un premier temps. 
 
Ces modèles numériques expliquent certains des aspects de l’électroperméabilisation des 
membranes mais n'expliquent pas pourquoi il est possible d’observer la perméabilisation de 
la membrane pendant une durée allant jusqu’à 50 min après les impulsions électriques 131 et 
il ne prend pas en compte la présence des protéines dans la membrane. Il semblerait que ce 
modèle ne soit pas suffisant, à lui seul, pour expliquer le phénomène de la perméabilisation 
par des champs électriques. 
iii. Electroperméabilisation et modifications des propriétés 
physico-chimiques de la bicouche lipidique 
Différentes études faites sur cellules ou en DM ont montré que la perméabilisation des 
membranes était liée à des productions de ROS et à des réactions d’oxydation des lipides. 
Benov et al. ont montré que des impulsions électriques à décroissance exponentielle de 
5,2 ms et de 200 à 750 V.m-1 permettent de générer des peroxydations de lipides dans des 
émulsions d’acides gras, des membranes de liposomes, de globules rouges et de cellules 
tumorales 167. Ces peroxydations impliquent des ROS puisque ces réactions peuvent être 
inhibées par l’ajout de pièges à ROS. Il semblerait que ces peroxydations aient lieu au 
niveau des insaturations des chaines carbonées des lipides. Plus tard, un article de Gabriel 
et Teissié a aussi associé l’électroporation avec la formation d’espèces oxydantes 168. Quatre 
ans après, Bonnafous et al. ont montré que les ROS ne sont présents que dans le cas où la 
perméabilisation est réversible et qu’ils sont localisés au niveau des zones perméabilisées 
des membranes 169. Pour finir, en 2009, il a été montré que l’oxydation des lipides de la 
membrane plasmique par des agents responsables du stress oxydant permettait 
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d’augmenter la susceptibilité de la membrane à l’électroperméabilisation. Ces travaux ont été 
réalisés sur des modèles in silico et in vitro 170. 
Ces informations ont permis de faire émerger une nouvelle théorie sur les mécanismes à 
l’origine de l’électroperméabilisation dans l’équipe où cette thèse a été réalisée, c’est-à-dire, 
dans l’équipe de L.M. Mir. Il semblerait que l’oxydation des lipides induite par les champs 
électriques soit à l’origine de la perméabilisation « longue durée » des objets soumis à ces 
champs électriques. En effet, l’oxydation des insaturations des phospholipides change les 
propriétés physico-chimiques de la membrane et peut expliquer que les membranes restent 
perméables plusieurs minutes après l’application des impulsions 171.  
Il est donc très important de différencier le terme électroporation du terme 
électroperméabilisation, ce dernier englobant les effets à court terme dus aux pores et les 
effets à long terme pouvant être dus à des phénomènes d’oxydation. Il semblerait que ces 
deux phénomènes apparaissent à la suite de l’application d’un champ électrique. Le terme 
électroperméabilisation devrait donc être utilisé pour parler des effets globaux de 
l’application d’impulsions électriques sur des cellules, des vésicules ou des bicouches 
lipidiques planes artificielles alors que le terme électroporation devrait être réservé aux effets 
de ces impulsions dus à la présence de pores pendant que les impulsions sont délivrées et 
quelques nanosecondes après. 
d) La réparation de la membrane 
Le phénomène d’électroperméabilisation est un phénomène qui peut être réversible 143 ou 
irréversible 122 selon les paramètres électriques utilisés. Dans le cas où l’effet de ces 
impulsions est réversible, il y a réparation de la membrane. Ce phénomène est aussi appelé 
« resealing » de la membrane en référence à la fermeture des pores  172. Ce phénomène est 
retrouvé lorsque des bicouches lipidiques planes artificielles sont perméabilisées donc il peut 
se produire de manière passive 152, 173. Cependant, la réparation de la membrane est 
beaucoup plus rapide dans le cas des bicouches lipidiques planes que dans le cas des 
cellules. L’état perméabilisé de la membrane après électroperméabilisation peut durer de 
quelques minutes à quelques dizaines de minutes selon les types cellulaires observés.  
Plusieurs paramètres peuvent influencer la vitesse de réparation de la membrane :  
 les fibres du cytosquelette, et plus particulièrement les microtubules, peuvent ralentir 
ce phénomène comme le montrent les expériences de Teissié et Rols relatant 
l’augmentation de la vitesse de récupération lorsque les microtubules sont altérés par 
de la colchicine 174, 
 la température : plus celle-ci est basse, plus la durée de vie de l’état perméabilisé est 
importante. A 4°C, on observe même que la réparation est inhibée 175, 
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 la conductivité du milieu extracellulaire : plus le milieu est conducteur, plus la 
récupération est rapide 176, 
 les quantités d’ATP et d’ADP présents dans la cellule : dans le cas des cellules, une 
partie du mécanisme de réparation semble nécessiter de l’énergie et donc être actif 
174. 
De plus, une des hypothèses associées à la théorie expliquant la perméabilisation à long 
terme des membranes cellulaires par l’oxydation des lipides est que l’oxydation des lipides 
est un phénomène irréversible qui affecte une part importante de la surface de la membrane 
et qui ne peut être réparé que par la mise en place de lipides non oxydés dans la membrane. 
L’exocytose de membranes pourrait donc permettre de remplacer les lipides oxydés par des 
lipides non exposés aux impulsions électriques. De plus, cette explication est cohérente avec 
l’implication du cytosquelette et de la température (en agissant sur la fluidité des 
membranes) et avec l’hypothèse d’un mécanisme actif. Dans les modèles de bicouches 
lipidiques planes artificielles ou de vésicules lipidiques, il n’y a pas de signe 
d’électroperméabilisation à moyen terme (quelques dizaines de secondes à quelques 
minutes). Il est possible que cela soit dû à l’utilisation de lipides non oxydables (comme le 
DPPC, par exemple) ou à l’utilisation de paramètres électriques trop faibles pour générer 
une oxydation les lipides des bicouches artificielles. Dans ce cas, la perméabilisation 
observée ne serait due qu’à l’électroporation de la membrane. 
e) Effet des impulsions microseconde sur les structures 
cellulaires internes 
Il a été montré dans des papiers récents que les impulsions microseconde pourraient avoir 
un effet sur les organites cellulaires. En effet, l’équipe de J.C. Weaver a montré par la 
simulation numérique que lorsque la membrane plasmique est perméabilisée par une 
impulsion plus longue que le temps de charge de la membrane (40 µs dans le cas étudié 
dans cet article) une partie du champ électrique appliqué affecte l'intérieur de la cellule 177. Il 
est donc possible de générer une différence de potentiel entre le cytoplasme et l’intérieur des 
organites. Cependant, les organites étant des structures de plus petite taille que la cellule 
elle-même, il faut appliquer un champ électrique plus important pour perméabiliser ces 
organites avec des impulsions microseconde. L’utilisation de champs électriques de plus 
forte amplitude que ceux utilisés classiquement en électroporation aura une toxicité plus 
importante ce qui est un frein à l’utilisation des impulsions microsecondes pour perméabiliser 
les organites. Cependant, ces travaux rappellent que l’activation des canaux voltage 
dépendant présents sur les membranes des organites peut se produire pour des champs 
électriques de l’ordre de ceux utilisés en électroporation classique. D’après ce modèle, il 
serait donc possible d’affecter la perméabilisation des organites cellulaires avec l’utilisation 
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d’impulsions électriques par le biais de l’activation des canaux voltage dépendant de ces 
organites (effet indirect).  
Expérimentalement, Skolucka et al. ont montré que l’application d’impulsions de 5 impulsions 
de 50 µs et de 250 kV.m-1 pouvait entrainer des effets intracellulaires tels qu’un gonflement 
du réticulum endoplasmique sur des fibroblastes. Ce gonflement des vésicules du réticulum 
endoplasmique pourrait être dû à l’entrée d’eau permise grâce à l’électroporation de la 
membrane du réticulum 178. L’amplitude de champ appliquée dans ces travaux est à la limite 
des amplitudes de champ appliquées dans le domaine de la perméabilisation irréversible ce 
qui est en accord avec la simulation numérique mais pose encore le problème de la viabilité 
cellulaire. 
 Les applications de la perméabilisation membranaire D.
1) Le transfert de gènes in vitro et in vivo 
a) Principe 
L’électrotransfert de gènes est une technique sûre de transfection non virale utilisant des 
impulsions électriques microsecondes et millisecondes. Différentes formes d’impulsions 
peuvent être employées telles que des impulsions rectangulaires (le plus souvent) ou des 
impulsions à décroissance exponentielle. 
In vitro, les impulsions HV microseconde seules peuvent permettre d’effectuer efficacement 
l’électrotransfert de gènes alors qu’in vivo ces impulsions doivent être combinées à des 
impulsions LV milliseconde pour générer une force électrophorétique qui permet de déplacer 
les molécules d’acides nucléiques (qui sont chargées) dans le tissu à transfecter (Figure 37). 
Les impulsions millisecondes peuvent être utilisées pour transfecter efficacement les cellules 





Figure 37 : Principe de l’électrotransfert d’acides nucléiques 
b) Historique 
La première expérience d’électrotransfert d’ADN in vitro date de 1982 avec les travaux de 
Neumann et al. où des cellules L murines déficientes pour le gène codant pour la thymidine 
kinase (TK) ont été transfectées avec de l’ADN circulaire et linéaire possédant le gène 
codant pour la TK 72. Les cellules transfectées ont récupéré le phénotype TK+. Dans ces 
travaux, un train de 3 impulsions à décroissance exponentielle avec τi = 5 µs et une 
amplitude maximale de 8 kV/cm a été appliqué. Dans cet article, l’ADN linéaire semblait plus 
efficace que l’ADN circulaire mais cette hypothèse a été controversée par la suite. 
L’hypothèse présentée était que le champ électrique appliqué sur les cellules perturbe la 
membrane plasmique au niveau de la partie lipidique et permet la création de pores dans la 
membrane facilitant l’entrée de l’ADN dans le cytoplasme. Ce protocole était décrit comme 
simple, rapide et applicable à de nombreux types cellulaires par rapport aux autres 
protocoles utilisés à cet époque (utilisation de vecteurs viraux 179, utilisation de composés 
chimiques tels que le phosphate de Ca2+ ou le diéthylaminoéthyl-dextran (DEAE-dextran)  180 
ou injection d’ADN dans le noyau 181).  
Dans les années qui ont suivi, différentes études ont validé ces résultats sur des cellules 
animales et humaines ainsi que sur des cellules végétales. Potter et al. (1984) ont réalisé 
l’électrotransfert du gène κ codant pour une chaîne légère d’immunoglobuline sur des 
précurseurs de cellules B de souris en utilisant des impulsions de 4 kV sur une distance de 
0,5 cm 182. Puis, Fromm et al. ont appliqué la technique de l’électroporation aux cellules 
végétales121. En effet, ils ont transfecté des protoplastes (cellules végétales dont la paroi a 
été retirée) de carotte, de tabac et de maïs avec un gène codant pour l’expression de la 
chloramphénicol acétyltransférase montrant ainsi que la technique était applicable aux 
plantes monocotylédones et aux dicotylédones. Depuis, cette technique a été beaucoup 
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développée et elle est maintenant utilisée couramment en laboratoire sur des cellules 
procaryotes, eucaryotes, animales ou végétales.  
Le début de l’électrotransfert de gènes in vivo date de 1991 avec les travaux de Titomirov et 
al. (1991). De l’ADN codant pour un gène de résistance à la Néomycine et un gène 
d’immortalisation cellulaire a été injecté de manière sous-cutanée puis a été introduit dans 
des cellules de peau de souris par électroporation 183 en appliquant deux impulsions à 
décroissance exponentielle de polarité oposée121. Par la suite, Heller et al. (1996) ont montré 
qu’il était possible d’électrotransfecter le foie de rats après injection locale de plasmides 
codants pour la luciférase ou la β-galactosidase 184. Cette technique était basée sur six 
impulsions rectangulaires de 99 µs (de fréquence 1Hz) et a permis de transfecter 30 à 40% 
des cellules exposées au champ électrique. De plus, ces cellules ont présenté une 
expression transitoire du plasmide pendant plus de 21 jours après l’électroporation.  
En 1998, plusieurs études ont été publiées rapportant l’efficacité de l’électrotransfert de 
gènes utilisant des impulsions milliseconde dans différents tissus comme le foie de rats 185 
(huit impulsions rectangulaires de 50 ms), le muscle de souris 186, 73 (respectivement trois 
impulsions rectangulaires de 50 ms suivies de trois autres impulsions de polarité inversée, 
Cf. Figure 38, ou huit impulsions de 20 ms délivrées à 1 Hz), ou dans les tumeurs de type 
mélanome 187 (10 impulsions rectangulaires de 5 ms délivrées à 1 Hz). 
 
Figure 38 : Marquage histochimique de l’activité de la β-galactosidase dans le muscle 
de souris après transfert du gène pCAGGS-LacZ avec ou sans 
électroperméabilisation. La partie antérieure bilatérale du muscle tibialis a été anesthésiée 
à la bupivacaïne et a reçu une injection de plasmide pCAGGS-LacZ puis a été traitée avec 
trois impulsions électriques de 50 ms et de 20 kV.m-1 suivies de trois autres impulsions de 
polarité inversée (A et C) ou n’a pas été traitée avec des impulsions électriques (B et D). 5 
jours plus tard, le muscle a été excisé et marqué pour l’activité de la β-galactosidase. A et B : 
muscles entiers. C et D : section transversale de l’échantillon de muscle marqué pour 
l’activité de la β-galactosidase et recolorée à l’éosine. La barre d’échelle fait 1 mm. Source : 
Aihara et Miyazaki (1998) 186. 
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A l’heure actuelle, l’électroporation est appliquée dans de le traitement de l’homme et de 
l’animal et est devenue une technique courante dans le domaine de la thérapie génique 
utilisant une approche non virale (in vitro, in vivo et dans le domaine de la clinique). 
c) Applications 
On distingue deux types d’applications du transfert de gènes : l’utilisation pour la recherche 
biologique et les applications médicales. Dans la recherche biologique, ce sont des gènes 
rapporteurs qui sont transfectés. Dans le domaine des applications à visées thérapeutiques, 
il y a différentes approches : la thérapie génique qui concerne l’électroporation de séquences 
thérapeutiques, la vaccination à ADN visant à faire reconnaître des épitopes de cellules 
pathogènes par le système immunitaire, et la génération de cellules souches pluripotentes 
en utilisant des gènes de reprogrammation (cette technique peut être utilisée en 
régénération tissulaire). Cependant, la génération de cellules souches pluripotentes peut 
aussi être utilisée dans la recherche biologique pour comprendre certaines pathologies ainsi 
que les mécanismes de la dédifférenciation cellulaire. 
i. Transfert de gènes rapporteurs 
Il existe plusieurs types de gènes rapporteurs utilisés dans le domaine de la transfection 
pour évaluer la mise au point de la technique testée. Ils permettent de localiser facilement 
les cellules qui ont internalisé et exprimé le gène transfecté et d’évaluer l’intensité de 
l’expression de la protéine d’intérêt dans ces cellules. Ces différents gènes permettent aussi 
d’évaluer la perméabilisation de la membrane et sont suivis par des techniques optiques (Cf. 
II. A. 1) c). Les gènes rapporteurs les plus courants sont :  
 le gène codant pour la luciférase qui en présence de luciférine et d’ATP permet 
l’émission d’une bioluminescence qui peut être suivie avec un luminomètre, 
 le gène codant pour la GFP qui est une protéine fluorescente verte (d’autres 
protéines fluorescentes d’autres couleurs ont été dérivées de la GFP) et qui peut être 
suivie par cytométrie en flux ou par microscopie à fluorescence (Figure 39), 
 le gène codant pour la β-galactosidase dont l’expression est visualisée grâce au X-
gal (ou 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside). Le X-gal est un 
hétéroside du galactose lié à un noyau indole incolore. Ce noyau peut être hydrolysé 
par la β-galactosidase ce qui génère la libération de la partie indole qui par oxydation 




Figure 39 : Expression de la GFP dans le muscle tibialis cranialis de souris après 
électrotransfert d’ADN par combinaison d’une impulsion HV (80 kV.m-1, 100 µs) et 
d’une impulsion LV de 400 ms. A amplitude du LV : 6 kV.m-1. B : amplitude du LV 
10 kV.m-1. D’après Satkauskas et al. (2005) 188 
Ces plasmides permettent de quantifier l’intensité de l’expression et le pourcentage de 
cellules exprimant la protéine d’intérêt (surtout pour les GFP et la luciférase). Ces différents 
gènes sont donc essentiels dans la démarche d’optimisation du protocole d’électrotransfert. 
En effet, les conditions de l’électrotransfert in vitro et in vivo doivent être adaptées en 
fonction du type cellulaire utilisé, de la séquence d’ADN utilisée (la taille est le paramètre le 
plus limitant), de la géométrie et de la taille des électrodes et du milieu dans lequel est faite 
l’électroporation (quand il peut être contrôlé, donc in vitro). Il y a toujours un compromis à 
trouver entre l’efficacité de la transfection et l’intensité des dégâts dans le tissu ou la 
mortalité cellulaire.  
ii. Thérapie génique  
La thérapie génique est une technique innovante permettant de remplacer un gène 
défectueux ou d’exprimer une protéine d’intérêt thérapeutique agissant comme un 
médicament chez un patient malade. La thérapie génique est utilisée majoritairement dans le 
but de traiter des cancers (64% des essais cliniques de thérapie génique en cours) comme 




Figure 40 : Cibles thérapeutiques de la thérapie génique (incluant la vaccination à 
ADN). Le pourcentage indiqué correspond aux protocoles d’essais cliniques menés 
dans les différentes pathologies par rapport à tous les essais cliniques menés en 
thérapie génique. D’après http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/, 
données de 2013. 
 
Il existe plusieurs stratégies dans le traitement de maladies par thérapies géniques. Ces 
stratégies dépendent des mécanismes impliqués dans la pathologie. Les différentes 
approches sont :  
 le remplacement d’un gène défectueux par un gène fonctionnel : cette approche est 
surtout utilisée dans la cadre des maladies monogéniques où une protéine est 
manquante chez le patient suite à une mutation. C’est le cas, par exemple, dans 
certaines maladies telles que :  
o le Déficit Immunitaire Combiné Sévère (SCID en anglais) où une mutation est 
à l’origine d’une déficience de la chaîne commune γ des récepteurs des 
lymphocytes T rendant le système immunitaire inefficace, 
o la mucoviscidose, où la protéine Cystic Fibrosis Transmembrane 
Conductance Regulator (CFTR) est mutée, entraînant une augmentation de la 
viscosité du mucus et une accumulation de ce mucus dans les voies 
respiratoires. 
 la correction d’une mutation ponctuelle, qui permet de « réparer » le gène défectueux 
in situ et donc de garantir que son expression soit totalement inchangée après le 
traitement. L’ajout de chiméraplastes (oligonucléotides ARN/ADN) entraîne un 





















les enzymes de la réparation de l’ADN. Ces enzymes introduisent une mutation 
capable de rétablir la fonction du gène défectueux (technique peu efficace, 
controversée et n’ayant pas encore été combinée à l’électroporation), 
 l’inhibition d’un gène muté produisant une protéine toxique qui permet dans certains 
cas de supprimer l’effet pathogène de la mutation. Cette stratégie est utilisée dans le 
cas de mutation sur le récepteur au facteur de croissance épidermal (EGFR, 
Epidermal Growth Factor Receptor) qui est à l’origine de nombreux cancers tels que 
le cancer du poumon non à petites cellules et certains gliomes. L’introduction d’un 
siARN permet d’inhiber par « silencing » l’expression de la protéine mutée 189, 
 la correction d’un épissage alternatif incorrect qui peut être à l’origine d’une protéine 
toxique. Dans ce cas, l’ajout d’une séquence oligonucléotidique antisens permet de 
modifier l’épissage alternatif et de rendre sa fonction à une protéine mutée 129 
(technique aussi appelée « exon skipping » 136), 
 l’introduction d’un gène suicide qui peut soit entraîner directement l’apoptose des 
cellules transfectées soit rendre certaines cellules comme, les cellules cancéreuses 
qui se divisent activement, plus sensibles à un médicament. Cette stratégie peut être 
utilisée avec le gène de la TK du virus Herpès simplex (HSV tk) qui sensibilise les 
cellules transfectées se divisant beaucoup (donc majoritairement les cellules 
cancéreuses) au Ganciclovir rendant ce traitement 1 000 à 10 000 fois plus efficace 
190, 191,  
 le recrutement des cellules immunitaires qui permet d’activer localement le système 
immunitaire pour qu’il lutte contre la prolifération cellulaire des cellules tumorales 
grâce à l’expression d’une protéine telle que l’InterLeukine-12 (IL-12) 192, 193 dans le 
voisinage de la tumeur, 
 l’introduction d’un gène produisant une molécule thérapeutique in situ qui repose sur 
la production du médicament par les cellules saines de l’organisme et qui peuvent 
être éloignées des cellules malades. Cette approche peut être utilisée pour générer la 
sécrétion de molécules telles que l’érythropoïétine (EPO) 194, 195 ou des anticorps 
monoclonaux 196, 197. Le plus souvent, l’électroporation se fait au niveau des cellules 
du muscle squelettique car ces cellules ont une longue espérance de vie et 
permettent une expression transitoire du plasmide de longue durée. 
iii. Vaccins à ADN 
Une autre stratégie de la thérapie génique est la vaccination à ADN dont le but est d’injecter 
de l’ADN codant pour un épitope de surface des cellules pathogènes, comme les cellules 
cancéreuses, pour entraîner le système immunitaire à agir contre ces cellules pathogènes. 
Par exemple, il est possible de faire exprimer un antigène spécifique de certains mélanomes 
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(comme l’antigène MAGE, Melanoma Associated AntiGen) pour augmenter la présentation 
de cet antigène au système immunitaire par l’intermédiaire du CMH 1 (protéines du 
Complexe Majeur d’Histocompatibilité présentatrice de soi). De cette manière la réaction du 
système immunitaire contre la tumeur sera stimulée 198, 199. Il existe bien d’autres cibles de la 
vaccination à ADN comme par exemple certains cancers de la prostate en ciblant l’antigène 
spécifique de la prostate (PSA) 200 ou certains papillomavirus 201. 
iv. Génération de cellules souches 
L’intérêt des biologistes et des médecins pour les cellules souches est en plein essor mais 
l’accès à ces cellules est très restreint pour des raisons éthiques, ce qui limite beaucoup les 
études sur ces cellules totipotentes. 
Depuis 2007, avec la parution des travaux de l’équipe du Pr. Yamanaka les biologistes sont 
capables de « dédifférencier » des cellules somatiques humaines en cellules souches par 
l’introduction de 4 gènes (initialement klf4, Oct3/4, Sox2, c-Myc 202 mais il a été montré plus 
tard qu’il était aussi possible de travailler avec d’autres gènes comme les gènes Nanog et 
Lin28 203). Ces cellules reprogrammées sont appelées « Induced Pluripotent Stem cells » ou 
cellules iPS. Les premiers travaux publiés sur la génération d’iPS utilisaient des vecteurs 
viraux pour transfecter des fibroblastes. Depuis, d’autres types de cellules ont été utilisées 
pour générer des iPS tels que des cellules bêta du pancréas 204, des progéniteurs de cellules 
neurales 205, 206 ou des kératinocytes 207, 208. De plus, d’autres méthodes de vectorisation ont 
été développées car l’approche virale, bien qu’efficace peut poser des problèmes de sécurité 
car les virus peuvent générer une réponse immunitaire importante et certains vecteurs sont 
intégratifs.  
Les gènes c-Myc et Klf4 sont des oncogènes, ce qui pose des problèmes de sécurité lorsque 
ces gènes sont intégrés et s’expriment pendant une longue période. Cependant les 
stratégies de transfection dans le cadre de la génération d’iPS ont pour but de n’exprimer les 
gènes exogènes que pendant une durée de quelques jours puis il est important que ces 
gènes subissent une extinction de leur expression mais que l’expression des gènes 
endogènes correspondants soit activée. L’électroporation d’ADN plasmidique ou d’ARN 
messager (mARN) est une alternative très prometteuse qui a été développée ces dernières 
années car dans les deux cas il n’y a pas de présence de séquence virale et l’expression est 
transitoire et présente peu de risques d’intégration (voire pas du tout pour les mARN). 
En 2008, Okita et al. ont publié une étude montrant qu’il était possible de produire des iPS à 
partir d’hépatocytes primaires de souris sans utiliser de vecteur viral intégratif mais en 
utilisant un vecteur adénoviral non intégratif, d’une part, et en utilisant une méthode non 
virale basée sur un produit chimique, le FuGENE6, d’autre part. Dans cette étude, il a fallu 
transfecter 4 fois les cellules, tous les deux jours avec le FuGENE6 car ce type de 
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transfection génère une expression transitoire et il faut que l’expression des transgènes soit 
suffisamment longue pour qu’il y ait génération d’iPS. En effet, il a été montré qu’il est 
nécessaire que les gènes transfectés exogènes s’expriment pendant au moins 10 à 12 jours 
après le début de la transfection puis qu’ils soient naturellement éteints par la cellule 
reprogrammée pour qu’il y ait génération d’iPS 209, 210. 
Il a été montré par la suite qu’il était possible de générer des iPS en utilisant l’électrotransfert 
de gènes en utilisant un plasmide codant pour les 4 gènes c-Myc, Klf4, Oct4 et Sox2 contrôlé 
par un promoteur CAG (Chicken Beta-Actine Gene) 211. Par ailleurs, il a aussi été rapporté 
qu’il était possible de générer des iPS à partir de cellules souches neurales fœtales 
humaines en utilisant seulement les vecteurs Oct4 et Nanog clonés dans deux vecteurs 
autoréplicatifs et combinés à l’électroporation 212. Les vecteurs autoréplicatifs sont des 
vecteurs non intégratifs qui possèdent une séquence telle que la séquence EBNA-1 
(Epstein-Barr Nuclear Antigen 1) associée à une séquence oriP (origine de réplication) leur 
permettant de se répliquer indépendamment de l’ADN génomique de la cellule transfectée. 
Ce système permet de contrer le désavantage des techniques de transfection non virales qui 
est l’expression transitoire du plasmide (de courte durée) et cela entraîne une expression 
suffisamment longue du plasmide pour observer une reprogrammation complète.  
D’autres travaux, ont montré l’efficacité de l’électrotransfert pour générer des iPS sur 
différents types cellulaires tels que des fibroblastes embryonnaires de souris (un 
électrotransfert de plasmide non épisomal, ou deux électrotransferts séparé de 3 jours)  213 
ou des fibroblastes humains (une transfection de plasmide épisomal) 214. Il est possible de 
reprogrammer des cellules en utilisant des impulsions rectangulaires (durée 10 ms) 215 ou 
des impulsions à décroissance exponentielle 216. 
En 2009, Papapetrou et al. ont fait une étude sur les proportions de plasmides à utiliser pour 
optimiser la reprogrammation des cellules somatiques en iPS. Ils ont montré que la meilleure 
efficacité de reprogrammation était observée lorsque les plasmides Sox2, Klf4 et c-Myc 
étaient transfectés en proportions égales et que Oct4 était trois fois plus concentré dans le 
mélange de gènes utilisé pour reprogrammer des fibroblastes humains 217.  
Cependant, l’utilisation d’impulsions électriques pour transfecter des cellules somatiques afin 
de générer des iPS reste encore peu utilisée, aujourd’hui, car l’efficacité de reprogrammation 
est inférieure à celle retrouvée avec l’utilisation de techniques virales (~0,001% d’efficacité 
pour l’électrotransfert de gènes contre ~0,01% pour les techniques virales). Lorsque des 
cellules sont reprogrammées dans un but de recherche sans intentions de les réimplanter 
chez un patient, les techniques virales sont satisfaisantes. Par contre, la technique de 
l’électrotransfert est très intéressante dans le cas où les cellules reprogrammées seraient 
amenées à être réimplantées chez le patient car la méthodologie est beaucoup plus sure. En 
effet, cela évite le problème de l’intégration de la séquence lorsque des virus intégratifs sont 
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utilisés ainsi que le risque d’immunogénicité des particules virales. De plus, il est encore 
possible d’optimiser la technique de l’électrotransfert pour que son efficacité soit plus proche 
de celle des techniques virales. Il est donc envisageable de penser que dans les années à 
venir la technique de l’électrotransfert pour reprogrammer des cellules sera de plus en plus 
employée. 
2) Le transfert de médicaments : l’électrochimiothérapie 
L’électroperméabilisation peut être utilisée pour générer une entrée locale et massive de 
molécules ne pouvant pas ou très peu traverser la membrane plasmique en temps normal. 
Lorsque cette stratégie est utilisée avec des chimiothérapies on l’appelle 
électrochimiothérapie. 
a) Historique 
Ce concept a été initié à la fin des années 80 avec les travaux d’Okino et al. 218 et d’Orlowski 
et al. 68 qui ont montré qu’il était possible de potentialiser certains médicaments 
anticancéreux grâce à l’application d’impulsions électriques in vivo (pour l’essai d’Okino et 
al.) et in vitro (pour les travaux d’Orlowski et al.). Cette potentialisation est plus importante 
pour les molécules hydrophiles que pour les molécules hydrophobes. En effet, les molécules 
hydrophobes telles que l’actinomycine D traversent facilement la membrane plasmique et 
donc l’application d’un champ électrique n’a que peu d’influence sur l’entrée de ces 
molécules. A l’inverse, les molécules hydrophiles qui ne traversent pas ou peu la membrane 
plasmique peuvent présenter une augmentation de la toxicité allant de 200 fois pour la 
netropsine jusqu’à 700 fois pour la bléomycine 68.  
En 1991, Mir et al. rapportent l’efficacité du principe présenté en 1988 en utilisant la 
bléomycine potentialisée par l’électroperméabilisation sur un modèle de souris avec des 
tumeurs transplantées en sous cutané. Cette technique de potentialisation de la bléomycine 
permet une réduction de taille et même une éradication de ces tumeurs transplantées 219 
ainsi que celle de tumeurs spontanées de carcinomes mammaires chez des souris C3H/Bi 
220. La même année, Poddevin et al. ont démontré que cette potentialisation était due à 
l’internalisation de la bléomycine dans le cytosol grâce à l’action des impulsions électriques 
sur la stabilité de la membrane plasmique. De plus, ces travaux ont permis d’estimer de 
manière quantitative que l’internalisation de quelques centaines de molécules de bléomycine 
dans le cytoplasme est nécessaire pour induire la mort cellulaire 59. L’efficacité du traitement 
a pu être améliorée lorsque des cellules allogéniques produisant de l’InterLeukine-2 (IL-2) 
ont été injectées dans l’espace entourant la tumeur 221. Cette amélioration est aussi visible en 
injectant directement de l’IL-2 aux souris traitées 222. 
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Le premier essai clinique d’électrochimiothérapie a commencé en 1991 223. Il a été réalisé en 
appliquant des impulsions électriques (après avoir injecté la bléomycine par voie 
intraveineuse) sur 40 nodules de carcinomes squameux localisés sur la tête ou le cou de huit 
patients. Les impulsions électriques utilisées étaient des trains de quatre ou huit impulsions 
rectangulaires de 100 µs et de 130 kV.m-1. Cet essai a montré une bonne tolérance du 
traitement par les patients et une efficacité antitumorale claire. Un autre essai clinique a été 
publié en 1996 après avoir traité 6 patients. L’essai présentait les réponses partielles ou 
totales de tumeurs de différents types (mélanomes, carcinomes basocellulaires et 
adénocarcinome métastatique) après utilisation de huit impulsions électriques similaires à 
celles utilisées dans l’essai clinique précédant 224. 
En 1986, Melvik et al. ont montré qu’il était possible de potentialiser la cytotoxicité du cis-
diamminedichloroplatine(II) (cisplatine), un agent antitumoral efficace et beaucoup utilisé en 
clinique dans le monde, grâce à l’utilisation d’une série de décharges électrique de haut 
voltage. La potentialisation du cisplatine par l’électrochimiothérapie correspond à une 
augmentation de l’efficacité de ce médicament par un facteur 3 par rapport à son utilisation 
non potentialisée. Puis à partir de 1995, l’équipe de G. Sersa a développé 
l’électrochimiothérapie utilisant la potentialisation du cisplatine  225, 226, 227. 
Entre 2003 et 2005 s’est déroulée l’étude ESOPE (European Standard Operating 
Procedures of Electrochemotherapy). Jusqu’à cette date 247 patients avaient été traités pour 
différents types de tumeurs cutanées et sous-cutanées avec de la bléomycine et du 
cisplatine potentialisés par l’électroperméabilisation. Cependant les protocoles de ces 
différents essais cliniques n’étaient pas homogènes et ne permettaient pas de comparer les 
différents résultats 228 d’où l’intérêt de lancer cette étude ESOPE pour trouver les paramètres 
optimaux les plus sûrs et les plus efficaces pour les patients. 
Cette étude a été faite sur 102 patients présentant des tumeurs cutanées et sous-cutanées 
et a permis, entre autre, de comparer l’efficacité de la bléomycine à celle du cisplatine ainsi 
que les différents modes d’administration du médicament (injection intraveineuse ou 
intratumorale) 229. 85% des tumeurs traitées ont présenté une réponse objective au 
traitement mais sans effet du mode d’administration et du médicament utilisé. Différentes 
électrodes ont été utilisées en fonction de la lésion à traiter. Cependant dans le cas de 
tumeurs de plus de 0,5 cm3 l’injection de la bléomycine par voie systémique a montré une 
augmentation significative de l’efficacité du traitement qui peut s’expliquer par une meilleure 
répartition du médicament dans la tumeur. Le cisplatine est, lui, toujours injecté en local pour 
éviter les forts effets secondaires que cette molécule peut générer. 
L’électrochimiothérapie a aussi montré la même année une efficacité dans le traitement de 
grosses tumeurs de la paroi thoracique 230 ou dans le traitement de sarcomes de Kaposi 231. 
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b) Mécanisme d’action de la bléomycine et du cisplatine 
i. La bléomycine 
La bléomycine regroupe en réalité un mélange de 11 composés de la famille des 
bléomycines qui ne diffèrent que par leur extrémité N terminale. Le composé le plus 
représenté dans le mélange est la bléomycine A2. Les bléomycines sont des antibiotiques 




Figure 41 : Les molécules de bléomycine A2 et B2. (Source : 
http://apps.who.int/phint/en/p/docf/) 
 
La découverte de la bléomycine ainsi que les premiers articles rapportant son activité 
antitumorale datent du milieu des années 60. 232, 233, 234. Par la suite, il a été montré que la 
bléomycine était un traitement efficace contre différents cancers in vivo chez l’animal 234 puis 
chez l’homme 235. La bléomycine a obtenu son autorisation de mise sur le marché par la 
Food and Drug Administration (FDA) en 1973. Les molécules de bléomycine sont 
composées de 4 sous-parties. Deux sous-parties sont impliquées dans la liaison de ces 
molécules à l’ADN, la troisième lie différents métaux de transition et le rôle de la quatrième 
partie (partie possédant deux sucres) est encore débattu 236. Lorsqu’une molécule de 
bléomycine fixe du fer sous forme Fe2+ cela forme un complexe avec l’O2 qui, une fois que le 
Fe2+ a été oxydé en Fe3+, est capable de générer une attaque nucléophile sur la position C4’ 
du désoxyribose de l’ADN 237. Cette coupure peut avoir lieu majoritairement sur des 
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séquences GC ou GT mais aussi sur des séquences TT ou AT lorsque des ions Fe2+ sont 
présents 238. Il a été montré qu’une molécule de bléomycine est capable de générer jusqu’à 8 
à 10 coupures de l’ADN par cellule 239. La bléomycine peut induire des coupures simple-brin 
ainsi que des coupures double-brin 240. 
Il a été montré par Poddevin et al., en 1991, que la bléomycine ne pouvait pas diffuser 
librement à travers la membrane plasmique puisque la bléomycine radiomarquée introduite 
dans la cellule par électroperméabilisation n’a pas été observée hors de la cellule après la 
fermeture de la membrane 59. En l’absence d’impulsion électrique la bléomycine entre 
faiblement dans la cellule grâce à une protéine membranaire de 250 kDa. Il semblerait que le 
mécanisme de l’endocytose médiée par récepteurs soit impliqué dans la toxicité de la 
bléomycine 241 lorsqu’elle est utilisée sans électroperméabilisation. 
La bléomycine est utilisée actuellement en clinique comme chimiothérapie classique dans 
les tumeurs de types carcinomes squameux du cou et de la tête, lymphomes Hodgkiniens et 
non Hodgkiniens ainsi que dans des carcinomes testiculaires. Cependant l’efficacité de cette 
molécule est limitée et elle est toujours utilisée en association avec d’autres molécules. Par 
contre, elle présente peu d’effets secondaires lorsque les doses cumulées ne dépassent pas 
300 mg BLM/m². Au-dessus de cette dose, il y a un risque de fibrose pulmonaire 236. 
ii. Le cisplatine 
Le cisplatine ou cis-diamminedichloroplatine(II) est un complexe à base de platine. Son 
action cytotoxique a été découverte par hasard en 1965 par Rosenberg et al. qui ont observé 
une diminution de la croissance de bactéries E. coli lors du relargage d’ions platine au 
niveau d’électrodes soumises à un champ électrique. Ces ions se complexent avec des 
ligands du milieu et forment des complexes de transition (association d’un ion métallique 
avec des ligands neutres ou anioniques, différents des sels ioniques). Parmi les différents 
complexes de transition produits, le cisplatine a montré l’action la plus importante 242 (Figure 
42). 
 
Figure 42 : Le complexe de transition du cisplatine 
 
En entrant dans la cellule où la concentration en Cl- est moins élevée que dans le milieu 
extracellulaire (~3 mM contre 114 mM chez le muscle de mammifère 243) le cisplatine perd 





Figure 43 : Schéma de l’hydrolyse du cisplatine. Source : Jennerwein et Andrews (1995) 
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Après hydrolyse, le cisplatine peut réagir avec les sites nucléophiles de l’ADN au niveau de 
l’azote en position N7 d’une purine et générer des adduits mono- et bifonctionnels sur l’ADN 
245. Ces adduits entraînent des liaisons intrachaînes entre deux guanines adjacentes 246 ce 
qui est à l’origine de l’action alkylante du cisplatine et bloque la réplication de l’ADN. 
Le cisplatine est utilisé dans le traitement des cancers de l’ovaire 247, 248, des testicules 249, 250, 
de la vessie 251, 252, du col de l’utérus 253, 254, de l’endomètre 255, 256, de l’œsophage 257, 258 et 
des cancers de la sphère oto-rhino-laryngée 259, 260. Contrairement à la bléomycine, il est 
responsable de nombreux effets secondaires tels que des nausées, des vomissements, une 
toxicité rénale, une toxicité auditive et une toxicité pour les glandes sexuelles. 
 
c) Applications actuelles en clinique 
A partir du début des années 2000, le développement de l’électrochimiothérapie a été 
accompagnée du développement du Cliniporator (Figure 44), un dispositif médical 
permettant de délivrer les impulsions électriques aux patients et adapté à la clinique. Le 
Cliniporator a été développé par l’entreprise italienne IGEA (Carpi, Italie) en association avec 
les chercheurs à l’origine de l’électrochimiothérapie. Ce dispositif sûr et simple d’utilisation a 




Figure 44 : Le Cliniporator 
 
Suite à la mise sur le marché de ce dispositif médical et à la publication du rapport du projet 
ESOPE rapportant l’efficacité de l’électrochimiothérapie (85% des tumeurs traitées ont 
présenté une réponse totale ou partielle au traitement), l’utilisation de l’électrochimiothérapie 
s’est répandue en Europe et ce traitement est devenu un traitement effectué en routine pour 
traiter des tumeurs cutanées et sous-cutanées. En septembre 2012, le 100ème hôpital 
européen a été équipé avec un Cliniporator. En 2013, 120 hôpitaux européens utilisent cette 
technologie et environ 7000 traitements ont été effectués. Le premier pays à avoir 
remboursé ce traitement a été l’Italie et depuis de plus en plus de pays le remboursent. De 
plus, l’organisme anglais NICE (National Institute for Health and Clinical Excellence) a donné 
une accréditation à l’électrochimiothérapie dans le cadre du traitement des métastases de la 
peau provenant de tumeurs cutanées ou non cutanées. 
Ce traitement très peu invasif, simple d’utilisation, très efficace et ne présentant 
pratiquement pas d’effets secondaires est en train de devenir un nouveau traitement de 
référence dans le cadre du traitement des tumeurs cutanées et sous cutanées et de 
nombreuses études sont en cours pour étendre son utilisation à des tumeurs plus profondes. 
De plus, ce traitement est aussi utilisé en médecine vétérinaire. 
d) Essais cliniques en cours 
De nouveaux essais cliniques sont en cours dans différents pays européens et ont 
majoritairement pour but de traiter des tumeurs internes, plus difficiles d’accès, grâce à des 
électrodes plus invasives. 




Tableau 5 : Récapitulatif des essais cliniques d’électrochimiothérapie en cours 
(source : www.clinicaltrial.gov) 
Date Indication Pays 
Ouverture : 2005 
(en cours) 
Traitement des tumeurs du cou et de la tête Angleterre 
Ouverture : 2008 
(en cours) 
Traitement de métastases du foie Slovénie 
Ouverture : 2009 
(en cours) 
Traitement de tumeurs colorectales non opérables Irlande 
Ouverture : 2009 
(en cours) 
Traitement des chéloïdes et des cicatrices hypertrophiques Italie 
Ouverture : 2010 
(en cours) 
Comparaison de l’efficacité de l’électrochimiothérapie avec 
la chirurgie sur des tumeurs de carcinome basal 
Irlande 
Ouverture : 2011 
(en cours) 
Traitement palliatif des métastases cérébrales Danemark 
Publication : 
2012 261 
Traitement de cancers récurrents du torse provenant de 




Traitement palliatif des tumeurs métastatiques des os Italie 
  
En parallèle de ces essais cliniques de nouvelles électrodes sont développées pour 
permettre d’accéder aux tumeurs profondes (Figure 45). 
Figure 45 : Différentes électrodes développées pour réaliser l’électrochimiothérapie 




3) L’électrofusion cellulaire 
a) Historique 
L’utilisation de champs électriques pour faire fusionner des cellules a été rapportée au début 
des années 80 avec les travaux de l’équipe d’U. Zimmermann (1980). Dans ces 
expériences, la diélectrophorèse a été utilisée avant l’application des impulsions électriques 
pour mettre des hématies en contact les unes avec les autres. La diélectrophorèse est un 
procédé qui utilise un champ électrique non-homogène alternatif pour permettre de déplacer 
les cellules. Le paramètre variable est la fréquence du champ électrique. En effet, la 
fréquence du champ électrique nécessaire au déplacement des cellules dépend des 
propriétés électriques des cellules étudiées ainsi que du milieu dans lequel la 
diélectrophorèse est réalisée. La fréquence doit être adaptée d’une expérience à une autre si 
le milieu ou le type cellulaire change. Après avoir aligné les hématies en « collier de perle » 
entre les électrodes, un champ électrique de 10 V a été appliqué sur des électrodes 
séparées par une distance de 120 µm et où se situent les cellules et cela a entraîné la fusion 
des hématies 264.  
En 1981, L’équipe d’U. Zimmermann a publié 4 articles rapportant différentes expériences de 
fusion sur différents modèles cellulaires : formation d’homocaryons (cellules issues de la 
fusion de cellules identiques) de cellules primaires animales 265, de cellules de lignée 
cellulaire animale 266, de protoplastes de cellules végétales 267 et formation d’hétérocaryons 
(cellules issues de la fusion de cellules différentes) de cellules végétales (fusion de 
protoplastes de mésophylle avec des protoplastes de cellules de garde) 268. Toutes ces 
expériences ont été réalisées en appliquant un champ électrique de quelques dizaines de µs 
et de quelques dizaines à quelques centaines de kV.m-1 dans un milieu hypotonique (pour 
favoriser un grossissement des cellules) et de faible conductivité (pour permettre la 
diélectrophorèse). Les auteurs rapportent que les fusions sont terminées entre quelques 
minutes et quelques dizaines de minutes après l’application de l’impulsion électrique 
responsable de la déstabilisation de la membrane. La même année, Weber et al. ont utilisé 
cette technique pour améliorer la fusion de protoplastes de levures en présence de PEG 269.  
Dans une revue, Zimmermann et Vienken (1982) ont exposé l’intérêt de cette technique par 
rapport aux techniques de fusion antérieures utilisant des agents chimiques tels que les PEG 
ou des virus atténués tels que le virus de Sendaï 270. Les problèmes de ces deux anciennes 
techniques sont une faible efficacité, l’impossibilité de retirer totalement l’agent responsable 
de la fusion après que celle-ci se soit produite, une grande variabilité de protocoles à 
appliquer en fonction du type de cellules utilisé, l’impossibilité de créer des cellules géantes 
de quelques centaines à quelques milliers de noyaux ainsi que la non synchronisation des 
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évènements obligeant à suivre les échantillons pendant une longue période. L’électrofusion 
a l’avantage de permettre de s’affranchir de tous ces problèmes. 
En 1983, Blangero et Teissié ont montré qu’il était possible d’obtenir un rendement de 80% 
de cellules fusionnées grâce à l’électrofusion et que ce rendement était directement lié à 
l’intensité de l’impulsion électrique et à sa durée mais qu’il n’était pas lié au nombre de 
pulses délivrés. 
En 2000, Mekid et Mir ont montré qu’il était possible de pratiquer l’électrofusion sur des 
tissus in vivo en appliquant huit impulsions de 100 µs et de 50 à 200 kV.m-1 délivrés à une 
fréquence d’1 Hz sur des tumeurs de souris (mélanome) in situ 271. Cette technique a résulté 
en la formation de cellules géantes possédant plusieurs noyaux (jusqu’à 64 noyaux comme 
montré sur la Figure 46. 
 
Figure 46 : Cellule géante possédant 64 noyaux générée par électrofusion de tumeur 
issue de cellules B16 in vivo. Source : Mekid et Mir (2000) 271. 
 
Cependant, ce protocole n’a pas permis de générer des fusions dans d’autres tissus comme 
le foie ou des tumeurs de type fibrosarcome. Il semblerait que la possibilité de fusionner des 
cellules de tissus in vivo dépende de la présence importante ou non de matrice 
extracellulaire qui s’oppose à la mise en contact des cellules les unes avec les autres. 
 
b) Principe 
En 1981, L’équipe d’U. Zimmermann a proposé une hypothèse pour le mécanisme de 
l’électrofusion (Figure 47). Le champ électrique entraine une perturbation de la membrane et 
comme les cellules ont été mises en contact grâce à la diélectrophorèse, il y a 
réarrangement des membranes qui peut entraîner la formation d’un pore membranaire dans 




Figure 47 : Hypothèse de l’équipe d’U. Zimmermann sur le mécanisme de la fusion en 
1981. Source : Pilwat et al. (1981) 266 
Dans ce modèle, les modifications de l’eau interfaciale à proximité des bicouches lipidiques 
n’ont pas été évoquées. En effet, l’eau interfaciale d’une membrane a un effet répulsif sur 
l’autre membrane lorsque les cellules sont rapprochées. C’est ce qui empêche deux 
membranes de fusionner spontanément en l’absence d’agents fusogènes et il faut dépasser 
cette barrière énergétique pour permettre la fusion des deux membranes voisines. Ces 
forces sont peut-être diminuées par la déstabilisation de l’eau interfaciale qui se produit lors 
de l’électroperméabilisation des membranes. Cette hypothèse est cohérente avec les 
données de RMN du Phosphore 31 de Lopez et al. qui présentent cette modification possible 
de l’eau interfaciale au contact des bicouches lipidiques soumises à des impulsions 
électriques 175. De plus, cette notion de réarrangement de l’eau interfaciale a aussi été 
évoquée par l’équipe de T. Vernier dans des travaux de dynamique moléculaire récents 
(2013). En effet, il a été montré par la simulation in silico que les molécules d’eau qui sont 
des dipôles électriques réagissent très rapidement au champ électrique appliqué en se 
réorientant ce qui est à l’origine de la formation de pores dans la membrane 164. 
La fusion de deux cellules comprend la fusion des membranes mais aussi la fusion des 
cytoplasmes. Il a été montré par Blangero et al. (1989) que le cytosquelette, et plus 
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particulièrement les microtubules, était affecté par l’application de champs électriques et était 
impliqué dans l’agrégation des noyaux dans le polycaryon 272. Ce mécanisme a aussi été 
défendu par Zheng et al. (1990) 273. Ces derniers ont aussi évoqué le rôle de l’actine dans la 
fusion des contenus cellulaires. Cette deuxième étape est bien plus longue que la première. 
En effet, la fusion des membranes dure quelques minutes alors que la fusion des 
cytoplasmes a une durée de l’ordre de grandeur de l’heure. 
Un des inconvénients de l’électrofusion est qu’il peut être difficile de faire fusionner deux 
types cellulaires de taille très différente. En effet, les seuils de l’électroperméabilisation de 
ces cellules sont très différents si l’on prend en compte l’équation de Schwann puisque ce 
seuil est proportionnel au rayon des cellules. En d’autres termes, les conditions électriques 
nécessaires pour perméabiliser les cellules de petite taille peuvent entraîner une 
perméabilisation irréversible des cellules de grosses taille alors que les conditions 
électriques nécessaires pour perméabiliser les grosses cellules peuvent ne pas 
perméabiliser les petites. 
L’électrofusion a été réalisée le plus souvent après que les cellules aient été mises en 
contact par diélectrophorèse mais il est aussi possible de soumettre les cellules aux 
impulsions électriques puis de les mettre en contact (par centrifugation par exemple) 274 et 
d’observer des fusions. Cela est possible car la déstabilisation de la membrane soumise à 
des impulsions électriques dure quelques minutes. Il peut être intéressant de garder les 
cellules dans la glace entre ces deux étapes pour ralentir le processus de récupération de la 
membrane. Cette technique est très intéressante pour fusionner des cellules de tailles 
différentes puisque les deux types cellulaires peuvent être électroperméabilisés de manière 
indépendante et par conséquent être soumis à des paramètres électriques différents et 
optimaux pour chaque type de cellule.  
c) Applications 
Les applications principales de la fusion cellulaire sont la production d’anticorps 
monoclonaux et l’immunothérapie antitumorale utilisant les cellules présentatrices 
d’antigènes. 
Le principe de l’immunothérapie antitumorale utilise le mécanisme de la présentation 
d’antigènes spécifiques des cellules tumorales par des cellules dendritiques. Les antigènes 
sont des macromolécules retrouvées dans les organismes vivants et qui peuvent être 
reconnus par le certaines cellules du système immunitaire telles que les cellules 
dendritiques, les macrophages ou les lymphocytes B. Lorsque les antigènes présentés sont 
reconnus comme des antigènes du non-soi (comme dans le cas des cellules tumorales 
puisque ces cellules ont des caractéristiques différentes des cellules saines), la réponse 
immunitaire est activée. L’immunothérapie antitumorale utilise la fusion d’une cellule 
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tumorale avec une cellule dendritique. En effet, lorsqu’une cellule subit une mutation et 
commence à se développer de manière non régulée (début de la cancérogénèse) le système 
immunitaire est capable de détecter l’amas cellulaire produit et de l’éliminer. En d’autres 
termes, le système immunitaire lutte continuellement contre des cellules cancéreuses. 
Cependant, il arrive que les cellules cancéreuses passent entre les mailles du filet et qu’une 
tumeur se développe car les cellules dégénérescentes ne sont pas reconnues par le 
système immunitaire. L’électrofusion peut être utilisée pour fusionner, d’une part, des 
cellules irradiées de la tumeur d’un patient (ces cellules ne peuvent plus proliférer) ou des 
fragments de cellules de la tumeur lysées avec , d’autre part, des cellules dendritiques 
provenant du même patient ou d’un autre donneur (Figure 48). Il est important d’utiliser des 
cellules tumorales irradiées ou des lysats de cellules tumorales et non pas des cellules 
tumorales pouvant se diviser pour éviter que les hybridomes ainsi formés ne prolifèrent, ce 
qui rendrait la technique peu sûre. Cette technique permet aux cellules dendritiques de jouer 
leur rôle de présentation des antigènes et de mobiliser le système immunitaire contre les 
antigènes spécifiques de la tumeur 275, 276.  
 
Figure 48 : Electrofusion d’une cellule tumorale de patient et d’une cellule dendritique 
allogénique dans le cadre de l’immunothérapie anticancéreuse. AT : Antigène tumoral, 
CMH I : CMH de classe I, CMH II : CMH de classe II 
Cette technique est arrivée jusqu’au stade de l’essai clinique. Cela a été appliqué au 
traitement de différents types de cancers tels que le cancer métastatique du rein 277, 278 et le 
mélanome 279. Ce traitement montre une efficacité moyenne mais celle-ci s’améliore depuis 
les premiers essais cliniques. 
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L’électrofusion peut aussi avoir comme application la production d’anticorps monoclonaux. 
Pour cela, la fusion d’une cellule lymphoïde normale de mammifère (lymphocyte B) avec une 
cellule tumorale de myélome est réalisée. Après avoir été exposé à un antigène in vitro, le 
lymphocyte B est capable de produire un anticorps monoclonal mais ne peut pas se 
multiplier et donc ne peut pas être cultivé alors que la cellule tumorale de myélome est 
immortelle et est capable de se diviser. La fusion de ces deux cellules permet à l’hybridome 
formé de présenter les propriétés des deux cellules (Figure 49). Les anticorps monoclonaux 
produits par cette technique sont utilisés pour produire des médicaments utilisés 
principalement en cancérologie mais aussi en dermatologie ou en neurologie par exemple. 
 
Figure 49 : Production d’anticorps monoclonaux basée sur un hybridome murin. 




Cette technique a été publiée pour la première fois en 1975 par Köhler et Milstein 281. Ces 
travaux utilisant des PEG pour générer la fusion des deux types cellulaires leur ont valu le 
prix Nobel de physiologie ou médecine en 1984. Par la suite, l’électrofusion a été appliquée 
à la production d’hybridomes par de nombreuses équipes depuis le milieu des années 1980. 
Les premiers travaux concernaient la production d’hybridomes murins 282 mais pour limiter 
l’immunogénicité des anticorps ainsi produits il a été intéressant d’appliquer la technique à la 
production d’hybridomes humains 283, 284 ou d’hybridomes mixtes 285, 286 (les hybridomes 






III. Perméabilisation des membranes cellulaires internes 
et externes par des impulsions électriques 
ultracourtes 
 Les impulsions nanosecondes A.
Jusqu’à la fin des années 90, les impulsions électriques utilisées en biologie pour 
déstabiliser la membrane cellulaire étaient des impulsions d’une durée de quelques 
centaines de microsecondes à quelques millisecondes et d’une amplitude de champ d’une 
dizaine de kV.m-1 à quelques centaines de kV.m-1. Les impulsions de quelques dizaines de 
kV.m-1 et celles d’amplitude supérieure permettent de perméabiliser la membrane des 
cellules des êtres vivants pour y faire entrer des molécules à visée thérapeutique telles que 
des médicaments 59, 68 ou de l’ADN 131, 133 (Cf. II.D.). Ce procédé est appelé 
électroperméabilisation. Depuis le début des années 2000, de nouvelles impulsions 
électriques plus courtes et d’amplitudes plus élevées ont été utilisées en biologie : les 
impulsions nanosecondes. Ces impulsions ont une durée de quelques nanosecondes à 
quelques centaines de nanosecondes et une amplitude de champ pouvant atteindre 
30 MV.m-1. Dans le cas des impulsions millisecondes et microsecondes, la membrane 
plasmique se comporte comme un isolant contrairement au cas des impulsions 
nanosecondes. Les impulsions nanosecondes sont plus courtes que le temps de charge de 
la membrane plasmique qui ne se comporte plus comme un isolant. Par conséquent, les 
impulsions nanosecondes ont la particularité de pouvoir se propager à l’intérieur des cellules 
et d’affecter les structures cellulaires internes contrairement aux impulsions microsecondes 
ou millisecondes qui affectent principalement la membrane externe des cellules. 
 
1) Génération des impulsions nanosecondes 
L’utilisation d’impulsions nanosecondes pour manipuler l’intérieur des cellules doit répondre 
à différents critères :  
 Génération d’un champ électrique de l’ordre du MV.m-1 ou de la dizaine de MV.m-1, 
 Génération d’impulsions les plus courtes possibles, d’une durée largement inférieure 
à une µs. 
 Génération de fronts de montée compatibles avec des durées d’impulsions d’une à 
quelques centaines de ns. 
La majorité des composants électriques conventionnels ne supportent pas des champs 
électriques de cette intensité ou sont trop lents pour répondre à ces critères. Le choix des 
108 
 
composants se fera donc selon l’utilisation recherchée et ne sera pas le même pour générer 
des impulsions de très forte tension (plusieurs centaines de kV) et de plusieurs centaines de 
nanosecondes que pour des impulsions d’une tension plus faible (quelques kV) et de 
quelques nanosecondes. Ces impulsions sont délivrées dans des systèmes d’exposition où 
l’espace inter-électrodes varie classiquement de 150 µm à 4 mm 69, 287, 288. 
Les trois éléments des circuits permettant de délivrer des impulsions nanosecondes 
(générateur, commutateur, système d’exposition) sont détaillés dans la suite de cette partie. 
 
a) Générateurs utilisés pour les impulsions nanosecondes 
La génération d’ondes électriques impulsionnelles nécessite un stockage de l’énergie 
électrique pour permettre une libération très rapide de cette énergie dans le dispositif 
d’exposition de l’échantillon. Le stockage peut être fait soit par un système inductif, soit par 
un système capacitif. Le stockage inductif permet une gestion précise du courant alors que 
le stockage capacitif permet de mieux maitriser la tension. Par ailleurs, les stockages 
inductifs sont le plus souvent couplés à des commutateurs à ouverture 289, 290 alors que les 
stockages capacitifs se font avec des commutateurs à fermeture qui offrent plus de degrés 
de liberté et une mise en œuvre moins délicate. C’est pour ces différentes raisons que les 
générateurs à impulsions nanosecondes utilisent essentiellement le stockage capacitif. 
Différents moyens de stocker de l’énergie de manière à générer une libération rapide sont 
détaillés ci-dessous. 
 
i. Générateurs d’impulsions à ligne de transmission 
Le circuit le plus classique est le générateur d’impulsions à ligne de transmission (Figure 50). 
La ligne de transmission est chargée avec une tension V0 puis à la fermeture du 
commutateur il y a libération d’une impulsion rectangulaire d’amplitude V0/2 si l’impédance 
de l’échantillon est la même que celle de la ligne de transmission 291. La durée D de 
l’impulsion est déterminée par la longueur de la ligne de transmission par :  
D = 2τ = 
  √  
 
 
où τ est le temps de propagation dans la ligne de transmission, εr est la permittivité relative 
du diélectrique utilisé dans la ligne de transmission,   est la vitesse de la lumière dans le vide 
et   est la longueur de la ligne de transmission. A titre d’exemple, un câble coaxial de 1 m 
dont l’isolant est en polyéthylène (permittivité relative εr=2,25) produira une impulsion de 










Figure 50 : Schéma électrique d’un générateur d’impulsion à ligne de transmission. Z 
correspond à l’impédance de la source de tension continue et ZC correspond à l’impédance 
de l’échantillon 
 
ii. Générateur de Marx 
Dans le générateur de Marx, n condensateurs sont chargés en parallèle avec une tension 
initiale V0 puis ils sont déchargés en série, ce qui permet d’obtenir une tension n x V0 à la 
sortie (Figure 51). Lorsque le premier interrupteur se ferme, la tension du premier 
condensateur est transférée vers le deuxième interrupteur qui se ferme et cela pour chaque 
condensateur ce qui permet de fermer tous les interrupteurs. Par exemple un générateur de 
Marx de 14 étages permet d’obtenir une tension de sortie de 250 kV à partir d’une tension 
initiale de 18 kV 292. Ce type de générateur est souvent utilisé avec des commutateurs à 








Figure 51 : Schéma électrique d’un générateur de Marx 
 
La fréquence de répétition des impulsions de ce système est limitée car le temps de charge 
et par conséquent la fréquence de répétition dépendent du nombre d’étages. Un grand 
nombre d’étages limite la fréquence de répétition à quelques dizaines de Hz 293. Par ailleurs il 
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iii. Générateur Blumlein 
Le générateur Blumlein consiste à charger en parallèle deux lignes de transmission 
identiques (de même impédance) et à les décharger en série. Ce système permet de délivrer 
une impulsion rectangulaire de tension égale à la tension de polarisation V0 et de durée 2τ. 
La durée de l’impulsion dépend donc de la longueur des lignes de transmission. Le schéma 








Figure 52 : Schéma électrique du générateur Blumlein 
 
iv. Transformateurs à lignes de transmission 
Les transformateurs à lignes de transmission sont composés de n lignes de transmission 
identiques (de même impédance) connectées en parallèle en entrée, et en série en sortie. Il 
est nécessaire que la charge soit adaptée pour que ce système fonctionne, ce qui est une 
contrainte qui restreint les domaines d’applications. Ce dispositif permet d’obtenir en sortie 
une tension n x V0
 294. Par exemple un générateur composé de trois lignes de transmission 
peut permettre de générer une tension de sortie de 30 kV en utilisant une tension d’entrée de 
10 kV 295. 
b) Les commutateurs utilisés pour les impulsions nanosecondes 
Le commutateur d’un circuit permettant de générer des impulsions nanosecondes est un 
élément critique de ce circuit. C’est lui qui va imposer la forme de l’impulsion et la fréquence 
de répétition du signal. 
 
i. Les éclateurs 
Les éclateurs ont été les premiers commutateurs utilisés pour la génération d’impulsions 
ultracourtes. Deux électrodes sont séparées par un milieu gazeux et une différence de 
potentiel croissante est appliquée sur ces deux électrodes. Dans un premier temps le gaz 
joue un rôle d’isolant jusqu’à ce que sa tension de claquage soit atteinte et que le courant 


















passe, ce qui correspond à la fermeture de l’interrupteur. La tension que ces commutateurs 
peuvent supporter dépend de la géométrie des électrodes, de la nature et de la pression du 
gaz utilisé. Par exemple, si un champ électrique homogène statique est appliqué, la tenue de 
l’air est de 3 MV.m-1.bar-1 alors qu’elle est de 9 MV.m-1.bar-1 pour un gaz électronégatif tel 
que le SF6 
 296. Ces commutateurs ont comme avantage de supporter des tensions élevées 
mais peuvent présenter une forte érosion des électrodes de l’éclateur et une fréquence de 
répétition faible. En effet, le temps typique pour que la plupart des gaz ionisés tels que l’air, 
l’azote ou le SF6 reviennent à leur état initial est de l’ordre de 10 ms. Cela impose de 
travailler à une fréquence de répétition inférieure à 100 Hz  297. 
ii. Les semi-conducteurs 
Les semi-conducteurs peuvent être classés selon leurs possibilités de commande : certains 
sont non commandables (diodes), certains sont commandables à la fermeture (thyristors) et 
d’autres peuvent être commandés à la fois à l’ouverture et à la fermeture (Metal-Oxide-
Semiconductor Field-Effect Transistor ou MOSFET, Insulated Gate Bipolar Transistor ou 
IGBT). Certains de ces commutateurs comme les thyristors et les IGBT ont respectivement 
des temps de commutation de quelques µs et de quelques centaines de ns ce qui en exclut 
l’utilisation pour la génération d’impulsions nanosecondes. 
Les MOSFET ne permettent pas de résister à des tensions élevées (jusqu’à 1 kV au plus) 
mais présentent des temps de commutation rapides (temps de montée de 3 ns 298). 
Contrairement aux transistors bipolaires, les MOSFET font appel à un seul type de porteurs 
de charges (ce qui en fait des composés unipolaires). 
Il faut noter que les semi-conducteurs peuvent présenter des claquages irréversibles qui 
altèrent les propriétés des jonctions de ces composants. La tendance technologique pour 
pallier à ce problème est d’utiliser du matriçage qui permet d’améliorer la résistance au 
courant lorsque les composants sont disposés en parallèle ou la résistance à la tension 
lorsque les composants sont disposés en série. Les diodes de type DSRD (Drift Step 
Recovery Diodes), par exemple, peuvent être utilisées pour générer des impulsions 
ultracourtes. Le principe consiste en l’injection de charges dans une diode par des 
impulsions de polarisation qui concentrent la charge près des jonctions de la diode et 
permettent une décharge rapide. Les DSDR permettent d’obtenir des fronts de montée de 
l’ordre de la nanoseconde  299. D’autres types de semi-conducteurs qui résistent à des 
tensions élevées (supérieures à 10 kV) avec des fronts de montée plus rapides (inférieurs à 




iii. Les photoconducteurs 
Les photoconducteurs sont des composants optoélectroniques dont les propriétés isolantes 
peuvent changer si le composant est exposé à un signal lumineux intense de typer laser 301, 
302. Les photoconducteurs en arséniure de gallium (GaAs), activés par des lasers, 
correspondent à une nouvelle génération d’éclateurs. Ils sont utilisés pour des signaux très 
rapides. L’illumination extrêmement brève crée des porteurs de charges, ce qui permet au 
courant de circuler et rend conducteur le matériau alors qu’il était isolant avant l’excitation 
lumineuse. 
 
2) Les systèmes d’exposition pour les impulsions 
nanosecondes 
a) Les électrodes à plaques parallèles 
i. Les cuvettes 
Les cuvettes d’électroporation sont des cuvettes en plastique avec deux plaques métalliques 
parallèles en contact avec la solution contenue à l’intérieur des cuvettes. Elles permettent 
d’appliquer les impulsions électriques sur un grand nombre de cellules en suspension dans 
leur milieu de culture ou dans toute autre solution présentant un intérêt pour l’expérience. 
Leur impédance est définie par la géométrie des électrodes et par la conductivité de la 
solution entre les électrodes. Ce sont des dispositifs commerciaux qui existent avec des 
espaces inter-électrodes constants de 1 mm, 2 mm ou 4 mm (une cuvette 1 mm est 
présentée en Figure 53).  
 
 
Figure 53 : Cuvette d’électroporation classique 303 (image utilisée avec l’autorisation 




Les électrodes des cuvettes sont en aluminium dont la surface est polie pour limiter la 
création d’arcs électriques. Ce système d’exposition présente l’avantage de permettre de 
travailler en conditions stériles. Cela permet donc de récupérer les cellules après 
l’application des impulsions électriques et de les suivre dans le temps pour comprendre 
l’effet à moyen et à long terme de ces impulsions. Cependant, il n’est pas possible 
d’observer les cellules au microscope pendant l’application du champ électriques et pendant 
la minute qui suit. 
 
ii. Les électrodes à plaques parallèles utilisées in vivo  
Pour les expériences in vivo, il est possible d’utiliser des électrodes composées par deux 
plaques de métal parallèles espacées de 1 à quelques millimètres. Ces électrodes sont 
utilisées pour appliquer les impulsions nanosecondes sur un pli de tissu sain ou sur une 
tumeur ou encore pour traiter un organe interne partiel ou entier si la technique est associée 
à de la chirurgie. 
 
b) Les électrodes à aiguilles 
i. Les électrodes utilisées in vitro 
Il est possible d’exposer un petit nombre de cellules aux impulsions nanosecondes tout en 
les observant sous le microscope en utilisant des électrodes à aiguilles parallèles que l’on 
dispose de part et d’autre des cellules à traiter. Un exemple de ces électrodes est décrit par 
Pakhomov et al (2007) 288. Ces auteurs utilisent des électrodes de tungstène de 0,125 mm 





























Le fait d’utiliser des électrodes plus proches l’une de l’autre que celles des cuvettes permet 
d’obtenir des champs électriques plus élevés en utilisant les mêmes générateurs. Ce type de 
dispositif étant fabriqué à façon par chaque équipe de recherche, différents types de 
matériaux peuvent être utilisés pour les électrodes comme par exemple le tungstène, l’acier 
inoxydable, le platine, l’or, etc. Les électrodes sont déplacées avec un micromanipulateur qui 
permet de contrôler leur position au micron près. 
 
ii. Les électrodes utilisées in vivo 
Dans certaines études in vivo, les électrodes utilisées sont des électrodes avec deux ou 
plusieurs aiguilles qui sont introduites dans l’animal de manière à ce que le tissu à traiter soit 
entre les électrodes. Il est possible d’isoler les électrodes sur une partie de leur longueur 
pour que le champ électrique ne soit appliqué qu’aux extrémités et donc sur une zone très 
ciblée 304, 305. 
 
c) Les microdispositifs 
Les microdispositifs permettent d’allier certains avantages des cuvettes et des électrodes à 
aiguilles puisqu’ils permettent de traiter un plus grand nombre de cellules qu’entre les 
électrodes à aiguilles tout en permettant une observation simultanée des cellules au 
microscope. Comme les électrodes à aiguilles, les microdispositifs sont développés par les 
équipes de recherche. Il existe différents types de microdispositifs. Par exemple, un tel 
système peut être composé par deux électrodes planaires d’or de 25 µm déposées par 
électrodépôt sur un substrat en quartz (Figure 55). Les électrodes définissent un canal de 
150 ou 300 µm (selon les modèles) 287. Ici la miniaturisation permet encore de rapprocher les 
électrodes de manière à augmenter le champ électrique auquel est exposé l’échantillon.  
Le dispositif a une géométrie qui permet d’avoir une impédance de 50 Ω au niveau du 
système d’exposition (lorsque l’on utilise du milieu de culture de cellules classique de 
conductivité 1,5 S.m-1) et il peut résister à plusieurs kV (jusqu’à au moins 10 kV). Il est aussi 
utilisable sous le microscope et peut être associé à un dispositif de micro-fluidique qui 
permet de contrôler le mouvement des cellules en suspension. 
Comme pour les électrodes à aiguilles, différents types de matériaux peuvent être utilisés 





Figure 55 : Exemple d’un microdispositif permettant d’exposer des cellules aux 
impulsions nanosecondes sous le microscope 
 
d) Importance du métal utilisé à l’interface électrode/échantillon 
Il est important de noter que le matériau utilisé pour les électrodes doit être choisi avec soin. 
En effet, il est fréquent d’avoir un relargage de particules dans la solution à l’interface entre 
les électrodes et l’échantillon suite à l’application du champ électrique 306, 307, 308. Il faut donc 
éviter les matériaux qui rejettent des particules toxiques ou des particules qui peuvent 
interférer avec les systèmes biologiques. On peut noter que lorsque le cuivre est exposé à 
des impulsions électriques il peut relarguer des ions cuivre qui ont un effet toxique sur les 
cellules. L’or ou le platine sont des matériaux qui ne présentent pas de toxicité cellulaire 
induite par la solubilisation d’ions métalliques mais leur coût est bien supérieur à celui du 
cuivre. 
 
3) Effets des impulsions nanosecondes sur l’intérieur des 
cellules et sur la membrane plasmique 
A l’intérieur de la cellule, on trouve différents types d’organites qui sont dans le milieu 
intracellulaire appelé cytosol. Les organites sont isolés du cytosol par une ou deux 
membranes phospholipidiques. Les différents organites ont des structures et des rôles 
spécialisés. La mitochondrie est le lieu de la respiration cellulaire (Figure 56) où l’énergie 
apportée par l’alimentation est transformée en énergie utilisable par la cellule sous forme 
d’ATP. La mitochondrie est un organite entouré par deux membranes (enveloppe). L’espace 
inter membranaire contient des molécules telles que Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) ou le 
cytochrome c qui sont impliquées dans la mort cellulaire programmée (apoptose) lorsqu’elles 
sont libérées dans le cytoplasme suite à un stimulus approprié. 
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Le noyau est l’organite qui contient l’ADN et donc l’information génétique de la cellule. Le 
noyau est aussi un organite à enveloppe. Cependant, l’enveloppe nucléaire a la particularité 
d’être composée de deux membranes, d’une armature de protéines (les lamines), le tout 










Figure 56 : La cellule eucaryote 
 
Le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi sont des organites à simple membrane qui 
ont une structure en saccules. Le réticulum endoplasmique est impliqué dans la synthèse 
des protéines et des lipides ainsi que dans le stockage du calcium intracellulaire. L’appareil 
de Golgi sert de lieu de transit pour les protéines et les lipides synthétisés dans le réticulum 
endoplasmique. L’appareil de Golgi a un rôle essentiel dans la maturation des protéines. 
Toutes les membranes cellulaires sont des filtres sélectifs qui ne laissent passer que 
certaines molécules. La sélectivité de ces filtres dépend de la composition de la membrane. 
Plus précisément, cette sélectivité dépend de la composition en lipides de la membrane, 
puisqu’ils peuvent laisser passer certaines molécules par diffusion simple (surtout les petites 
molécules non chargées), et de la composition en protéines de la membrane, puisqu’elles 
peuvent agir comme des transporteurs pour des ions et pour des molécules plus grosses 
chargées ou non. Or, toutes les membranes ne sont pas identiques. En effet, il existe une 
variabilité dans la composition des membranes d’un type cellulaire à un autre ou d’un 
organisme à un autre. De plus, il existe aussi des différences entres les membranes de 
différents organites au sein de la même cellule. Par conséquent, les molécules pouvant 
traverser les membranes diffèrent en fonction du type de membrane (membrane de 
mitochondrie, membrane plasmique, etc.), du type cellulaire et de l’organisme dont vient la 
cellule (Cf. I. A. 4) b) iii.). 
La sélectivité de ces membranes entraîne donc une différence de composition entre les 
solutions de part et d’autre de ces filtres qui est à l’origine d’une différence de potentiel locale 
au niveau des membranes. Cette différence de potentiel transmembranaire est 
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indispensable à de nombreux phénomènes cellulaires tels que la contraction musculaire ou 
la propagation du message nerveux le long des neurones. Chaque type cellulaire et chaque 
type d’organite cellulaire possède donc un potentiel de membrane (Cf. I. A. 5). 
 
a) Effets des impulsions nanosecondes sur la mitochondrie 
Il a été rapporté que l’application d’impulsions nanosecondes sur des cellules peut 
engendrer une baisse de la différence de potentiel de membrane de la mitochondrie et une 
perméabilisation des membranes de la mitochondrie 309, 310. Cela montre que les impulsions 
nanosecondes affectent les organites contrairement aux impulsions classiques de l’ordre de 
la milliseconde ou de la centaine de microsecondes qui n’affectent que la membrane 
plasmique.  
L’application d’impulsions nanosecondes sur les cellules entraine l’apoptose. La 
mitochondrie est fortement impliquée dans le mécanisme de l’apoptose car elle contient des 
facteurs pro-apoptotiques et anti-apoptotiques et un équilibre existe entre ces facteurs dans 
le cas d’une cellule saine non stimulée. Il a été montré que Bcl-2, une molécule qui a un effet 
anti-apoptotique lorsqu’elle est dans la mitochondrie, est libérée après l’application de 
nombreuses impulsions nanosecondes (300 impulsions de 4 MV.m-1, 300 ns, 0,5 Hz) in vivo 
sur des mélanomes de souris 305. La libération de cette molécule dans le cytoplasme change 
l’équilibre entre les facteurs pro-apoptotiques et anti-apoptotiques au sein de la mitochondrie 
menant au mécanisme d’apoptose. 
 
b) Effets des impulsions nanosecondes sur l’ADN contenu dans 
le noyau 
Les travaux de Romeo et al rapportent que le profil de migration électrophorétique de l’ADN 
est changé après l’application d’une impulsion de 60 ns (de 1 à 2,5 MV.m-1) 311. Cela pourrait 
être dû à la formation d’agrégats d’ADN et à un changement de conformation des 
nucléoprotéines. Cela montre que les impulsions nanosecondes ont un effet sur l’ADN 
contenu dans le noyau. Cet effet est réversible car si le test de migration électrophorétique 
de l’ADN est fait 60 min après l’exposition aux impulsions nanosecondes, il n’y a plus de 
différences significatives entre les cellules traitées et les cellules non traitées. De plus, la 
viabilité des cellules n’est pas affectée par ce traitement. 
Par ailleurs, Stacey et al, ont mis en évidence que l’application de cinq impulsions 




c) Effets des impulsions nanosecondes sur le réticulum 
endoplasmique 
Le réticulum endoplasmique possède plusieurs rôles cellulaires et l’un d’eux est de stocker le 
calcium à l’intérieur de ses saccules. Par conséquent, la concentration en calcium à 
l’intérieur du réticulum est plus importante que dans le cytoplasme (60-400 µM 313 dans le 
réticulum et 0,1 µM dans le cytoplasme 314). Il est donc possible d’étudier la perméabilisation 
du réticulum endoplasmique en suivant les flux de calcium entre les vésicules du réticulum 
endoplasmique et le cytoplasme. Par ailleurs, la concentration intracellulaire du calcium est 
un paramètre très contrôlé par la cellule puisque le calcium est impliqué dans de nombreux 
mécanismes cellulaires comme par exemple l’apoptose. 
Vernier et al (2003) ont démontré qu’il est possible de perméabiliser le réticulum 
endoplasmique en appliquant 10 impulsions de 2,5 MV.m-1 et 30 ns à 4 Hz 315. Il est donc 
possible de micromanipuler la concentration de calcium cytoplasmique grâce aux impulsions 
nanosecondes.  
 
d) Effet des impulsions nanosecondes sur la membrane 
plasmique 
Il a été supposé pendant plusieurs années que les impulsions nanosecondes ne 
perméabilisaient pas la membrane plasmique car la durée de l’impulsion était plus courte 
que le temps de charge de la membrane. Cependant, certains travaux de ces dernières 
années prouvent que de petites et moyennes molécules comme le Yo-Pro et l’ion Thallium 
(qui ne peut pas traverser spontanément la membrane plasmique) peuvent traverser la 
membrane plasmique suite à l’application de respectivement 30 impulsions de 4 ns et de 
plus de 6 MV/m 66 et d’une impulsion nanoseconde de 600 ns et de 10-20 MV.m-1  58. Cet ion 
a comme masse moléculaire 204,4 g.mol-1. De plus, il a été montré qu’une impulsion de 
10 ns et de 4 MV.m-1 pouvait permettre l’entrée d’une molécule de plus grande taille 
considérée comme une molécule de taille moyenne, la bléomycine 69. Cette molécule est un 
antibiotique pseudo-peptidique d’environ 1500 g.mol-1 qui a des propriétés anticancéreuses 
dues à sa capacité à induire des coupures double brin de l’ADN. L’entrée de Yo-Pro a aussi 
été observée 
L’externalisation des PtdSer a été observée immédiatement après l’application de 50 
impulsions de 7 ns et 2,5 MV.m-1 à 20 Hz 315. Les PtdSer sont des lipides que l’on retrouve 
dans la membrane plasmique mais très majoritairement dans le feuillet interne. Lorsque les 
membranes sont exposées à des champs électriques tels que les impulsions nanosecondes, 
il y a perturbation de la membrane. Il est alors possible qu’un réarrangement local de la 
membrane se produise et qu’il y ait translocation de parties du feuillet interne de la 
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membrane plasmique vers l’extérieur de celle-ci. Ce phénomène est aussi retrouvé dans les 
phases précoces de l’apoptose. Même si l’initiation du phénomène d’externalisation des 
PtdSer due à l’application d’impulsions électriques est différente de l’initiation de l’apoptose 
classique, il peut y avoir un lien entre l’induction de l’externalisation des PtdSer et l’entrée en 
apoptose des cellules traitées. 
 
4) Applications biologiques et perspectives thérapeutiques 
a) Traitement de mélanomes chez la souris 
Les travaux de Nuccitelli et al ont montré qu’il était possible de faire réduire, voire de faire 
disparaitre, des tumeurs de mélanome chez la souris par l’application d’un grand nombre 
d’impulsions nanosecondes de 100 ns (2000 impulsions) d’amplitude de champ de 3 MV.m-1 
appliqués à 0,1-0,2 Hz. L’application de ces trains d’impulsions entraine un échauffement 
thermique faible qui n’est pas à l’origine de l’effet biologique (les paramètres des impulsions 
ont été optimisés pour que le tissu ne dépasse pas les 40°C au niveau de la zone traitée) 305. 
La rémission de ces tumeurs est due à l’activité apoptotique des impulsions nanosecondes 
contrairement aux techniques utilisant l’ablathermie pour détruire les tissus cancéreux qui 
impliquent une nécrose des tissus et par conséquent des cicatrices. Cette technique a donc 
l’avantage de ne pas laisser de cicatrice. 
Par ailleurs, d’autres travaux in vivo ont été décrit par Yin et al (2012), Dans ces travaux, des 
tumeurs d’un autre type de cancer de la peau (cancer basocellulaire provenant de cellules 
non pigmentaires) ont été induites dans un modèle de souris et l’application d’un traitement 
utilisant des impulsions de 14 ns (50, 200 ou 400 impulsions, 3,1 ou 4 MV.m-1, 50 Hz) a 
permis d’éliminer 85 % des tumeurs traitées (33/39 tumeurs). L’application d’un deuxième 
traitement a permis de faire disparaitre les 15 % de lésions restantes. Le même traitement 
utilisant des impulsions de 7 ns est d’une efficacité moindre car seulement 13,5% des 
tumeurs traitées (37 tumeurs) ont été éradiquées montrant que l’effet thérapeutique dépend 
des paramètres des impulsions électriques employées 316. 
 
b) Traitement de cellules cancéreuses humaines in vitro et in 
vivo 
En 2007, une étude rapportant l’effet des impulsions nanosecondes sur 16 lignées cellulaires 
humaines in vitro a été publiée 317. 200 impulsions de 20 ns et d’amplitude de 2,5 ou 
3,5 MV.m-1 (20 Hz) ont été utilisées et ont montré une forte réduction de la viabilité cellulaire 
des cellules traitées ainsi que des différences de sensibilité entre les types cellulaires. Le 
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traitement utilisant le champ électrique le plus fort (3,5 MV.m-1) est le plus efficace pour 
générer une grande mortalité cellulaire 317. 
Les travaux de Yin et al (2012) rapportent aussi l’activité d’un traitement utilisant les 
impulsions nanosecondes sur 12 lignées cellulaires de cancers humains in vitro. Une série 
de 50, 200 et 400 impulsions de 7, 14 ou 30 ns et de 3,1 ou 4 MV.m-1 a été appliquée à 
50 Hz sur ces lignées cellulaires. Ces traitements ont permis d’observer l’induction d’une 
mort cellulaire pour toutes les lignées avec une variabilité dans l’amplitude de la tension et le 
nombre d’impulsions nécessaires pour tuer 50% des cellules exposées 316.  
Il n’existe qu’un cas rapporté d’application d’impulsions nanosecondes sur un humain. Un 
chercheur ayant développé un cancer basocellulaire de la peau a été traité par un traitement 
de 200 impulsions électriques de 20 ns ce qui a conduit à une rémission complète du nodule 
traité validée par une étude histologique de la zone traitée 317. 
 
5) Conclusion 
Le développement de générateurs à impulsions nanosecondes a été un enjeu technique 
durant les dix dernières années mais il est maintenant possible d’étudier l’effet d’impulsions 
très courtes (quelques nanosecondes) et d’amplitude de champ très élevée (quelques kV à 
quelques dizaines de kV) sur les cellules ou les tissus in vitro ou in vivo.  
Ces impulsions, dont la durée est plus courte que le temps de charge des membranes 
plasmiques des cellules, permettent d’affecter les membranes des organites cellulaires et 
peuvent entraîner la perméabilisation des mitochondries, l’apoptose et la libération du 
calcium stocké dans le réticulum endoplasmique ainsi que la dégradation de l’ADN nucléaire. 
Les impulsions nanosecondes affectent aussi la membrane plasmique des cellules en la 
rendant temporairement perméable et en induisant l’externalisation des phosphatidylsérines. 
Pour finir, le potentiel thérapeutique des impulsions nanosecondes a été prouvé in vitro et in 
vivo sur des modèles animaux et humains. Cependant, il y a une grande disparité dans les 
traitements appliqués (nombre d’impulsions, amplitude, durée des impulsions, fréquence) et 
il reste encore à valider l’innocuité et l’efficacité de ce type de traitements dans le cadre 
d’essais précliniques et cliniques définissant les paramètres optimaux à utiliser selon les 




 Application des nanopulses : la génération de pics B.
calciques 
1) Méthodes de détection 
a) Les marqueurs classique du calcium 
Les modifications de la concentration du Ca2+ cytosolique peuvent être suivies grâce à des 
marqueurs fluorescents dont les couleurs et les constantes de dissociation diffèrent (Tableau 
6). 
 
Tableau 6 : Propriétés de différents marqueurs calciques chimiques. D’après Paredes 
et al. (2008) 318 
Indicateur Kd pour Ca2+ (nM) Excitation (nm)/ 
émission (nm) 
Notes 
Calcium Green-1 190 490 ex/ 531 em Longueur d’onde unique 
Fluo-3 325 506 ex/ 526 em Longueur d’onde unique 
Fluo-4 345 494 ex/ 516 em Longueur d’onde unique 
Fura-2 145 363/335 ex/ 512 
em 
Double excitation ratiométrique 
/ simple émission 
Indo-1 230 488 ex/ 405/485 
em 
Simple excitation / double 
émission ratiométrique 
Oregon Green 488 
Bapta-1 
170 488 ex/ 520 em Longueur d’onde unique 
Fura-4F 0,77 336/366 ex/ 511 
em 
Double excitation ratiométrique 
/ simple émission 
Fura-5F 0,40 336/363 ex/ 512 
em 
Double excitation ratiométrique 
/ simple émission 
Calcium Crimson 185 590 ex/ 615 em Longueur d’onde unique 
X-rhod-1 0,7 580 ex/ 602 em Longueur d’onde unique 
 
Le choix d’un marqueur doit se faire en fonction du type d’expérience à réaliser mais aussi 
de l’équipement disponible pour acquérir les images. Après avoir été calibrés, les marqueurs 
ratiométriques permettent d’obtenir la concentration calcique de la cellule étudiée mais 
demandent un système d’acquisition plus compliqué que les marqueurs à longueur d’onde 
unique. En effet, il faudra une roue à filtres mécanisée et rapide (pour l’excitation ou pour 
l’émission selon le marqueur) pour pouvoir travailler avec ces marqueurs ratiométriques. Les 
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marqueurs à simple longueur d’onde d’excitation et simple longueur d’onde d’émission sont 
plus simples à utiliser mais ne permettent pas d’extrapoler les concentrations calciques dans 
les cellules étudiées. Pour finir, les constantes de dissociation sont à choisir en fonction des 
concentrations de calcium de travail. 
b) Un exemple de marqueur fluorescent du calcium : le Fluo-4 
Le Fluo-4 est une version améliorée du Fluo-3. En effet, le Fluo-4 présente une fluorescence 
plus importante que le Fluo-3 avec un bruit de fond moins important ce qui en fait un 
marqueur très intéressant. Ce marqueur existe sous une forme perméable aux cellules : 
Fluo-4 AM (Figure 57). Cette molécule contient 5 groupements AM qui lui permettent de 







Figure 57 : Différentes formes du Fluo-4. A. : Fluo-4 avec les groupements AM. B. : 
Fluo-4 après coupure des liaisons ester. 
 
Une fois dans le cytoplasme, ces groupements sont retirés par l’action des estérases 
contenues dans la cellule. La molécule de Fluo-4 (Figure 57) est ainsi activée et piégée dans 
la cellule. Cette molécule est dite intensiométrique car sa fluorescence varie en fonction de 
la concentration de calcium environnante. Cette molécule a pour caractéristiques de 
fluorescence : λex max = 494 nm et λem max = 506 nm. 
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2) Les oscillations calciques spontanées 
a) Le phénomène physiologique 
Les cellules dites excitables (telles que les cellules musculaires ou neuronales) sont 
capables de présenter des pics calciques plus ou moins réguliers mais le terme d’oscillations 
calciques spontanées est plutôt réservé aux cellules non excitables. En effet, certaines 
cellules telles que l’oocyte activé (qui après le contact avec le spermatozoïde présente des 
oscillations calciques pendant plusieurs heures 319 ou les cellules souches 
mésenchymateuses sont capables d’oscillations calciques spontanées. Il existe deux grands 
types de formes d’oscillations calciques : les oscillations sinusoïdales et les pics qui 
s’ajoutent à une ligne de base constante. Les mécanismes impliqués dans les deux formes 
d’oscillations peuvent différer. Les oscillations sinusoïdales sont les seules qui sont des 
oscillations au sens propre. Cependant, le terme oscillations est aussi utilisé en biologie pour 
le deuxième type de profils calciques.  
Les oscillations calciques sont le plus souvent des conséquences de stimuli physiques ou 
chimiques. Les stimuli physiques peuvent être la fertilisation de l’oocyte ou l’étalement 
cellulaire chez les macrophages, par exemple. Les stimuli chimiques peuvent être réalisés 
par différentes molécules telle que la vasopressine (qui génère des oscillations calciques 
chez les hépatocytes de rat 320) ou l’histamine (qui stimule les cellules endothéliales 321). La 
forme et la fréquence de ces oscillations varie en fonction des types cellulaires, de l’intensité 
du stimulus ou du type de stimulus 322. 
Lors de l’action de stimuli chimiques induits par des molécules hydrophiles le message est le 
plus souvent capté par une protéine membranaire couplée à une protéine G (Cf. I. A. 4) b) i). 
La fixation du ligand à l’origine du stimulus sur cette protéine membranaire entraîne 
l’activation de la phospholipase C qui va cliver le PtdIns 4-5 bisphosphate (PtdIns (4,5)P2) en 
inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacyl glycérol (DAG) (Figure 58). L’IP3 est un second 
messager qui va permettre le relargage de calcium depuis les saccules du réticulum 
endoplasmique par l’intermédiaire d’une protéine retrouvée sur la membrane de cet 
organite : le récepteur à IP3. Ce récepteur peut fixer l’IP3, ce qui a pour conséquence de 
changer la conformation du récepteur et d’entraîner l’ouverture du canal calcique associé à 
ce récepteur. Il y a donc fuite du Ca2+ vers le cytoplasme et donc génération d’un pic 
calcique cytosolique  323.  
Il existe un autre canal présent sur la membrane du réticulum endoplasmique pouvant être à 
l’origine du relargage cytosolique du calcium stocké dans le réticulum endoplasmique : les 
récepteurs à Ryanodine (RYR). Ces récepteurs ont de nombreuses ressemblances 
morphologiques avec les IP3R. Cependant, ils ne répondent pas à la fixation de l’IP3 mais ils 
sont sensibles à l’augmentation du calcium cytosolique. Ces canaux sont impliqués dans le 
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mécanisme de « Calcium Induced, Calcium release » (CICR). En effet, le mécanisme de 
CICR correspond au relargage du Ca2+ stocké dans le réticulum endoplasmique en réponse 
à une augmentation du Ca2+ cytosolique. Le plus souvent, l’entrée de Ca2+ initiant le CICR se 
fait à travers les canaux calciques voltage dépendant (VOC ou Voltage Operated Channels 
en anglais en réponse à un stimulus électrique) comme présenté sur la Figure 1Figure 58. 
Ce mécanisme est primordial dans la contraction musculaire mais il est aussi retrouvé dans 
les cellule-œufs de souris ou dans les cellules acineuses pancréatiques 323. 
 
Figure 58 : Différents modèles de stimulus entrainant le relargage cytosolique du 
calcium stocké dans le réticulum endoplasmique. D’après Berridge (1993) 323 
b) Oscillations calciques spontanées dans un type cellulaire in 
vitro, les hMSC 
i. Les hMSC, des cellules adultes dérivées du mésoderme 
pouvant se différencier en plusieurs types cellulaires 
Les cellules souches mésenchymateuses humaines (human MSC ou hMSC) sont des 
cellules souches à la forme fibroblastique que l’on retrouve chez l’enfant et l’adulte.  
Ces cellules ont la particularité de pouvoir se différencier en différents types cellulaires tels 
que les adipocytes, les chondrocytes et les ostéocytes 324, 325 ce qui en fait un outil très 
intéressant dans le domaine de la régénération tissulaire. De plus, il a été montré que ces 
cellules ont aussi des propriétés immunosuppressives 326 ce qui en fait aussi un candidat 
prometteur pour la thérapie cellulaire. 
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Le nom de cellules souches mésenchymateuses vient du fait que dans un premier temps, les 
chercheurs pensaient que ces cellules ne pouvaient se différencier qu’en cellules dérivées 
du mésoderme (ostéoblastes, chondroblastes, adipocytes, …). 
Différents milieux d’induction pour différencier les hMSC en adipocytes, chondrocytes et 
ostéocytes ont été décrits. Pour l’adipogénèse, de l’insuline ainsi que de l’IGF-1 (Insuline-like 
Growth Factor), de la triiodothyronine et de la transferrine ont d’abord été utilisées 327. Après 
plusieurs améliorations du protocole, de l’isobuthylméthylxantine, de l’hydrocortisone ou de 
la dexaméthasone, de l’indométhacine ou de la thiazolidinedione, du panthothénate, de la 
biotine et du sérum ont été ajoutés pour l’induction des hMSC en adipocytes 328, 329, 330, 331. 
L’induction en ostéocytes est faite en utilisant de l’ascorbate, du β-glycérophosphate, de la 
dexaméthasone et/ou de la vitamine D3 332, 333, 334 alors que la chondrogénèse est effectuée 
avec du TGF-β1 (Transforming Growth Factor β1), de la dexaméthasone, de l’ascorbate-2-
phosphate, de la L-proline et de l’insuline 335, 336, 337. Même si les processus de différenciation 
utilisant des produits chimiques sont bien connus, ils ont encore besoin d’être améliorés. En 
effet, la différenciation utilisant cette méthode prend du temps (de 15 jours à un mois) 327 et 
tous les tissus ne peuvent pas être produits de cette façon. De plus, les hMSC commencent 
à se différencier spontanément après 20 à 30 doublements de population et perdent leur 
capacité à donner différents tissus 324, 338, 339. Par conséquent, les MSC ont une période 
d’utilisation courte et les chercheurs doivent renouveler régulièrement leurs stocks de 
cellules en recrutant de nouveaux donneurs. De plus, actuellement, le protocole actuel 
d’isolation des hMSC est coûteux en temps (un jour par donneur).  
 
ii. La définition des hMSC 
La Société Internationale de Thérapie Cellulaire a proposé des critères pour la définition des 
MSC. Pour commencer, les hMSC ont été définies comme étant des cellules capables 
d’adhérer sur le plastique dans des conditions de culture classiques. De plus, ces cellules 
expriment un certain nombre de marqueurs de surface tels que CD73, CD90 et CD105 mais 
doivent être négatives pour les marqueurs de surface CD34, CD45, HLA-DR, CD14 ou 
CD11b, CD79a ou CD19. Pour finir, elles doivent être capables de se différencier en 
ostéoblastes, chondroblastes 340 et en adipocytes100 sous l’action de milieux chimiques de 
différenciation.  
iii. Les différentes origines des MSC 
Actuellement, il est possible de collecter des hMSC à partir de différents tissus tels que la 
moelle osseuse 341, le sang de cordon ombilical 342, la membrane synoviale 343, la pulpe 
dentaire 344, la peau 345, le muscle squelettique 346, le sang périphérique 347 ou le tissu adipeux 
329. Les cellules provenant de ces différentes origines sont isolées à partir de différents types 
126 
 
de prélèvements qui sont plus ou moins accessibles aux chercheurs et qui permettent 
d’obtenir plus ou moins de cellules. Les MSC issues de ces différents tissus partagent les 
propriétés permettant de définir les MSC mais elles présentent des différences mineures au 
niveau des différents marqueurs de pluripotence et des potentiels de différenciation. 
 Les bMSC et les hbMSC issues de la moelle 
osseuse 
C’est en 1970 avec les travaux de Fridenstein et al. que les premières cellules souches 
adultes mésenchymateuses ont été isolées à partir de moelle osseuse (bone marrow en 
anglais, d’où bMSC) de cochons d’inde 341. Auparavant, seul un autre type de cellules 
souches adultes provenant de la moelle étaient étudiées : les cellules souches 
hématopoïétiques. Les MSC ont été isolées grâce à leur capacité d’attachement au 
plastique. Elles ont d’abord été appelées cellules stromales avant d’être appelées cellules 
souches mésenchymateuses. Puis ces cellules ont été collectées à partir d’échantillons 
humains (hbMSC). Au cours des années 80, il a été montré que ces cellules (humaines ou 
d’animal) pouvaient se différencier en cellules du tissu mésenchymal, telles que les 
ostéocytes 348, 349, chondrocytes 350, 351 et adipocytes 352, 353. Depuis, il a été montré que ces 
cellules pouvaient aussi se différencier en cellules musculaires 354, en cardiomyocytes 355, 356 
en cellules nerveuses  357, 358, en hépatocytes  359, 360, 361 et en cellules produisant de l’insuline  
361, 362. 
L’inconvénient des hbMSC est que le prélèvement de moelle osseuses est un acte 
douloureux et que ces cellules sont aussi très précieuses en thérapeutique dans le domaine 
de la moelle de greffe. Par conséquent, il peut être difficile de s’approvisionner en hbMSC 
pour les chercheurs. 
 Les aMSC et les haMSC issues du tissu adipeux  
Les MSC issues du tissu adipeux ou aMSC et haMSC lorsqu’elles sont d’origine humaine 
sont plus faciles à collecter que les autres types précédents de hMSC (MSC humaines) car 
elles sont isolées à partir de déchets opératoires de lipo-aspirats de patients subissant des 
liposuccions. Cela permet d’avoir une grande quantité de donneurs potentiels et des 
échantillons volumineux (de quelques centaines de millilitres à quelques litres) qui 
permettent d’obtenir beaucoup de cellules (environ 10 millions de cellules pour 500 mL de 
lipo-aspirat).  
Il existe plusieurs études comparatives mettant en parallèle les propriétés des haMSC avec 
celles des hbMSC. 
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L’étude de Lee et al. montre que les haMSC présentent les mêmes profils d’expression de 
protéines de surface que les hbMSC avec lesquelles elles partagent 99% de similitudes au 
niveau de l’expression génique 324. 
Par ailleurs, les travaux d’Adegani et al. (2013) comparent les propriétés de cellules souches 
de différentes origines de MSC et montrent que les hbMSC et les haMSC n’ont que de 
faibles différences dans l’expression de certains marqueurs de surface (Tableau 7).  
 
Tableau 7 : Comparaison de l’expression de marqueurs de surface des haMSC et des 
hbMSC. D’après Adegani et al. (2013) 363 
Marqueur de surface haMSC (% de la population) hbMSC (% de la population) 
CD34 4 ± 1 12 ± 1 
CD45 5 ± 1 5 ± 1 
CD90 97 ± 1 87 ± 1 
CD105 93 ± 1 86 ± 1 
CD106 58 ± 1 2 ± 1 
CD133 15 ± 1 11 ± 1 
CD166 70 ± 1 93 ± 1 
CD271 (P75) 54 ± 1 75 ± 1 
HLA-ABC 100 ± 1 99 ± 1 
HLA-DR 8 ± 1 0 ± 1 
4-Oct 45 ± 1 42 ± 1 
 
Les marqueurs CD45, CD133, HLA-ABC et 4-oct sont retrouvés dans les mêmes proportions 
de cellules chez les hbMSC et chez les haMSC alors que les marqueurs CD34, CD166 et 
CD271 (P75) sont retrouvés en plus forte proportion chez les hbMSC que chez les haMSC. 
Ces deux types de MSC se différencient en ostéocytes, chondrocytes et adipocytes en 
présence des milieux de différenciation chimique classiques. Par ailleurs, certains marqueurs 
sont retrouvés chez une plus faible proportion de la population chez les hbMSC que chez les 
haMSC comme par exemple CD90, CD105, CD106 ou HLA-DR. Ces travaux montrent aussi 
que les niveaux d’expression de marqueurs de pluripotence changent légèrement entre ces 
deux types de MSC. Par exemple, les hbMSC présentent des niveaux d’expression d’Oct4 et 
de c-Myc significativement supérieurs à ceux des haMSC. A l’inverse, les niveaux 
d’expression de Klf4 et de Lin28 sont très significativement plus importants chez les haMSC 




c) Mécanismes des oscillations calciques spontanées 
Il a été montré que les haMSC présentent des oscillations calciques spontanées impliquant 
certains canaux calciques de la membrane plasmique tels que principalement les SOCC 
(Store-Operated Calcium Channels) mais aussi de manière moins importante les VOC ainsi 
que des canaux calciques du réticulum endoplasmique (RE) tels que le canal calcique 
couplé à un récepteur à IP 3R
 89. En effet, ces oscillations sont empêchées par l’utilisation 
d’inhibiteurs tels que la tapsigargine, le 2-amino-ethoxydiphenyl borate (2-APB), la 
nifedipine, le chlorure de lanthanum(III) (LaCl3)ou le chlorure de gadolinium (III) (GdCl3) qui 
inhibent respectivement les pompes SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase), 
l’IP3R, les canaux calciques de type L (canaux voltage dépendants lents) et les canaux 
SOCC pour les deux derniers  364. Lorsque le Ca2+ est retiré de la solution dans laquelle les 
hMSCs se trouvent, des oscillations sont encore visibles pendant quelques minutes et leur 
fréquence n’est pas modifiée alors que leur amplitude diminue. Cette observation semble 
donc suggérer que les oscillations calciques des hMSC ne sont pas régulées par le Ca2+ 
extracellulaire mais que ce dernier est impliqué dans l’amplification du signal. Ces 
oscillations semblent donc être contrôlées par le relargage de Ca2+ par le RE à travers les 
canaux IP3R suivi par l’entrée de Ca
2+ à travers les canaux de la membrane plasmique 
(principalement les SOCC) 89. 
Par ailleurs, le second type de mécanisme à l’origine du relargage du Ca2+ contenu dans le 
réticulum endoplasmique dépendant des RyR n’est pas impliqué dans les oscillations 
calciques spontanées des hMSC puisque l’utilisation de la caféine (qui est un inhibiteur des 
RyR) n’entraîne aucune altération de ces oscillations. De plus, des études moléculaires 
basées sur la RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) ont montré que 
les gènes codant pour différents types de protéines IP3 (IP3R I, IP3R II et IP3R III) sont 
exprimés dans les hMSC alors que le gène codant pour le type I des RyR n’est pas détecté 
par cette technique 339. 
Kawano et al. (2003) ont montré que l’exclusion du Ca2+ à travers les pompes calciques de 
la membrane plasmique telles que les PMCA (plasma membrane Ca2+ ATPase) ainsi qu’à 
travers l’échangeur Na+/Ca2+ étaient nécessaires au maintien des oscillations calciques des 
hMSC. Ils ont aussi démontré qu’il existe une relation entre les oscillations calciques et le 
transport d’ions K+ à travers les canaux potassiques à grande conductance activés par le 
Ca2+ (appelés canaux BK). Ainsi, les oscillations calciques des hMSC seraient à l’origine 
d’oscillations du potentiel transmembranaire 365. 
En 2006, Kawano et al. ont publié un article expliquant que les hMSC ont la particularité de 
sécréter de l’ATP (à travers les demi-canaux des jonctions gap) entrainant l’activation de 
récepteurs purinergiques de type P2Y1 qui sont couplés à un protéine G permettant la 
synthèse d’IP3. (Figure 59).  
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De plus, cet article montre aussi que lorsque les hMSC sont dans un état indifférencié, elles 
présentent une translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of 
Activated T cells, qui peut être activé par le Ca2+) qui n’est pas retrouvée lorsque ces cellules 
sont différenciées en adipocytes. Les oscillations calciques des hMSC sont donc à l’origine 
de l’activation de NFAT. 
 
 
Figure 59 : Illustration schématique des mécanismes des oscillations calciques chez 
les hMSC. D’après Kawano et al. (2006) 366. 
d) Rôles des oscillations calciques spontanées 
Sun et al. ont rapporté que les hbMSC différenciées présentent des oscillations calciques 
dont la fréquence de répétition est plus faible que celle des cellules indifférenciées (une 
moyenne de 1,7 oscillations pour 30 min d’observation pour les cellules différenciées après 
14 jours en milieu de différenciation ostéogénique contre 8,07 oscillations pour 30 min pour 
les cellules indifférenciées) 90. Presque toutes les cellules indifférenciées montrent des 
oscillations alors que 20% des cellules différenciées ne montrent plus d’oscillations après 28 
jours en présence de facteurs d’ostéoinduction. Sun et al. ont aussi montré que le fait de 
bloquer ces oscillations en utilisant un courant électrique continu de 10 V.m-1 facilite la 
différenciation des hbMSC en cellules osseuses. Après l’application d’une stimulation 
électrique continue de 10 V.m-1, 30 min par jour pendant 10 jours en présence de milieu 
ostéogénique, le niveau d’activité de l’alkaline phosphatase (un marqueur 
d’ostéodifférenciation) est deux fois plus fort que dans le contrôle non exposé au champ 
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électrique. La minéralisation calcique est aussi beaucoup plus prononcée après l’exposition 
des cellules au champ électrique en présence de facteurs d’ostéoinduction. Les mécanismes 
reliant ces oscillations aux processus de différenciation n’ont pas encore été étudiés. Seule 
la répression de ces oscillations a été étudiée et il a été montré qu’elle peut promouvoir la 
différenciation en cellules osseuses.  
De plus, il semblerait que les MSC ne présentent des oscillations calciques que pendant la 
transition G1/S des phases du cycle cellulaire
 367. Par conséquent, les cellules d’un même 
champ de visualisation ne présenteront pas toutes des oscillations pendant la durée de 
l’observation. Ces oscillations dépendantes de la voie inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3) 
peuvent être liées au contrôle de la prolifération cellulaire. Les travaux de Resende et al. 
montrent que lorsque la voie IP3 est artificiellement activée par des agonistes du recepteur à 
IP3 (IP3R) ches les MSC il y a une augmentation de la prolifération et de l’expression de 
régulateurs du cycle cellulaire tels que les cyclines A et E 367. A l’inverse, le blocage de ces 
oscillations par des antagonistes des IP3R entraine une baisse de la prolifération et de 























Les techniques de perméabilisation des membranes par des agents chimiques et physiques 
sont des techniques qui ont été appliquées à différents domaines comme la médecine ou 
l’agroalimentaire. Même si ces applications sont utilisées en routine (électrochimiothérapie, 
transfert d’ADN, stérilisations de produits alimentaires, organismes génétiquement modifiés, 
…) certains des mécanismes moléculaires résultants de l’interaction des champs électriques 
avec les membranes restent encore mal connus. Une partie de cette thèse a été consacrée 
à la comparaison entre des modèles de dynamique moléculaire et des expériences in vitro 
dans le cadre de l’étude du mécanisme d’action d’un agent chimique perméabilisant : le 
DMSO. La DM permet de faire des hypothèses sur les mécanismes mis en cause à l’échelle 
atomique ou moléculaire et constitue donc un outil très intéressant dans le cas des études 
sur les mécanismes de la perméabilisation membranaire. 
 
Par ailleurs, une nouvelle branche dans la discipline de l’électroperméabilisation a émergé 
durant ces 10 dernières années : l’utilisation d’impulsions électriques ultra-courtes 
(impulsions nanoseconde). L’autre aspect de cette thèse s’est inscrit dans cette branche. 
Ces impulsions permettent de perméabiliser la membrane plasmique des cellules comme les 
impulsions longues, utilisées en médecine et en agroalimentaire, mais les impulsions 
nanosecondes ont aussi la particularité de pouvoir perméabiliser les membranes des 
organites intracellulaires. Cette particularité peut permettre de micromanipuler les cellules et 
plus particulièrement de micromanipuler les concentrations de Ca2+ intracellulaires en 
permettant le relargage du Ca2+ contenu dans le réticulum endoplasmique ou dans les 
mitochondries (génération de pics calciques). Le calcium étant impliqué dans de nombreux 
phénomènes comme l’apoptose ou la différenciation cellulaire, la micromanipulation des 
concentrations calciques intracellulaires offre de nombreuses possibilités dans le domaine 
de la biologie.  
 
De plus, un autre des objectifs de cette thèse était de participer au développement d’un 
nouveau dispositif d’exposition à ces impulsions ultra-courtes dans le cadre d’un contrat 
ANR avec d’autres membres de l’équipe d’accueil ainsi que d’autres laboratoires (ONERA, 
ENS-Cachan et CNRS-XLIM) dans le but d’étudier l’effet des impulsions nanoseconde sur 
les organites intracellulaires, et plus particulièrement sur le réticulum endoplasmique et sur la 
mitochondrie. Ce dispositif adaptable à la microscopie photonique et à épifluorescence a été 
conçu pour observer l’effet de l’application d’impulsions de quelques nanosecondes et de 
très forte intensité. 
 
Ce dispositif a permis d’utiliser la possibilité de générer des pics calciques intracellulaires 
grâce à l’application d’impulsions nanosecondes sur un modèle de cellule possédant des 
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oscillations calciques spontanées, les cellules souches mésenchymateuses. En effet, les 
oscillations spontanées de ces cellules souches adultes capables de se différencier en 
différents types cellulaires sont impliquées dans le maintien de l’état indifférencié de ces 
cellules et dans leur multipotence. Cependant, ces cellules perdent spontanément leur 
multipotence au cours de leur culture in vitro (après une vingtaine de doublements de la 
population) et le maintien artificiel des oscillations calciques grâce aux impulsions 
nanoseconde pourrait permettre de modifier l’état de différenciation de ces cellules. Pour 
tester cette hypothèse, il fallait réussir à reproduire artificiellement ces oscillations 
spontanées en mettant en place une méthode de détection de ces pics calciques et en 






















Effects of Dimethyl Sulfoxide in Cholesterol-Containing Lipid 
Membranes: A Comparative Study of Experiments In Silico and with 
Cells 
 
De Ménorval MA, Mir LM, Fernández ML, Reigada R. 
PLoS One. 2012;7(7):e41733. Epub 2012 Jul 25. 
 
Les études de DM antérieures à cet article étudiant les modes d’action du DMSO ont 
toujours été faites en n’utilisant que des bicouches composées d’un seul lipide. Cet article à 
la particularité d’utiliser des bicouches lipidiques composées de deux lipides : le DOPC et le 
cholestérol. Cette approche permet de travailler sur une membrane de composition plus 
proche de la composition de la membrane plasmique puisque dans certains types cellulaires, 
comme les CHO, le cholestérol représente jusqu’à 30% des lipides totaux de la membrane 
368. De plus le cholestérol joue un rôle très important dans les propriétés physiques de la 
membrane. Par exemple, selon la température, le cholestérol peut augmenter ou diminuer la 
fluidité de la membrane et comme le DMSO a comme effet sur la membrane d’augmenter sa 
fluidité, il est essentiel de travailler sur un modèle contenant du cholestérol pour que les 
prédictions puissent tendre vers la réalité. 
L’autre particularité de cet article est ce mettre en relation directe les simulations in silico 
avec des expériences in vitro. Les expériences ont été menées sur des cellules DC-3F 
(fibroblastes de poumons de hamster chinois) en présence de différentes concentrations de 
DMSO. 
Cette étude présente la prédiction par des simulations in silico des effets du DMSO sur une 
bicouche lipidique contenant du cholestérol et la validation expérimentale de ces prédictions. 
Les prédictions de la DM annoncent trois régimes d’action du DMSO, sur une bicouche 
lipidique contenant 20% de cholestérol, en fonction de la concentration de DMSO, ainsi que 
la confrontation aux résultats in vitro. Le DMSO a comme propriété de pouvoir perméabiliser 
la membrane plasmique et la perméabilisation des cellules a été suivie, in vitro, en suivant 
différents marqueurs de perméabilisation (entrée d’eau, de calcium et de Yo-Pro, un 
marqueur de perméabilisation cellulaire). 
Les trois régimes dépendant de la concentration en DMSO prédits en DM ont été confirmés 
in vitro dans le cadre des expériences sur les cellules DC-3F. A basse concentration de 
DMSO (<10 mol% d’après la DM et <15 vol% d’après les études in vitro), la membrane 
s’affine et se déforme, il y a apparition de pores hydrophobes sporadiques et très transitoires 
sans perméabilisation à l’échelle de la cellule. Pour des concentrations moyennes (entre 15 
et 20 vol%), il y a apparition de pores hydrophiles stables et une perméabilisation des 
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cellules étudiées (entrée d’eau et de calcium). Pour des concentrations supérieures, la 
membrane est trop déformée et se disloque (DM) et on observe une mort cellulaire in vitro 53. 
L’entrée du Yo-Pro n’est visible qu’à partir de 25 vol% de DMSO (régime III). 
Même si les valeurs de seuil de concentration de DMSO des différents régimes observées 
diffèrent un peu entre la simulation in silico et les expériences in vitro, les prédictions de la 
DM ont totalement été confirmées par les expériences. La DM peut donc être très proche de 
la réalité biologique si les hypothèses de base de travail sont cohérentes, même si elle est 
appliquée à des systèmes simplifiés. Il est donc possible d’envisager d’utiliser la DM pour 
prédire certains résultats biologiques ou pour essayer d’expliquer les mécanismes 
moléculaires expliquant certains phénomènes biologiques encore mal connus. 
Pour finir, les simulations de DM représentant des pores formés dans des bicouches 
lipidiques par le DMSO sont très proches et comparables aux pores retrouvées dans les 
simulations de DM où un champ électrique est appliqué. Les structures permettant le 
passage de molécules dans ces deux cas paraissent donc identiques. De plus, le DMSO et 
les impulsions électriques ont aussi la particularité de pouvoir induire des fusions cellulaires.  
Il semble donc que ces méthodes reposent sur des mécanismes moléculaires très proches. 
Cependant, l’induction de la perméabilisation membranaire ou de la fusion cellulaire par le 
DMSO est plus difficile à mettre en place que lorsque des impulsions électriques sont 
utilisées. D’une part, il faut appliquer l’agent perméabilisant plus longtemps dans le cas du 
DMSO. D’autre part, l’agent perméabilisant chimique ne peut pas être retiré du système 
rapidement et totalement (il reste toujours des traces, surtout lorsque l’agent perméabilisant 
chimique s’insère dans la membrane comme pour le DMSO) alors qu’après que les 

































A microfluidic device with removable packaging for the real 
time visualisation of intracellular effects of nanosecond 
electrical pulses on adherent cells 
 
Dalmay C, De Ménorval MA, Français O, Mir LM et Le Pioufle B. 
Lab Chip. 2012 ; 12 : 4709 
 
Cet article rapporte le résultat d’une collaboration entre différentes institutions (ONERA, 
CNRS et ENS) ayant pour but de réaliser un nouveau dispositif d’exposition de cellules aux 
impulsions nanoseconde de très haute amplitude en permettant une observation simultanée 
en microscopie photonique et à épifluorescence des cellules exposées à ces impulsions. 
Ce dispositif a comme particularité d’avoir une impédance de 50 Ω contrairement à la 
majorité des dispositifs d’exposition couramment utilisés. Cette impédance permet au 
dispositif d’être parfaitement adapté au circuit électrique ce qui a pour conséquences d’éviter 
les réflexions du signal électrique dans le dispositif et permet d’utiliser la totalité des 
capacités des générateurs connectés au circuit. De plus, pour éviter toute toxicité due au 
relargage de particules issues de l’usure des électrodes, celles-ci ont été réalisées en or 
puisque les ions or n’interviennent dans aucun mécanisme biologique et ne présentent pas 
de forte toxicité comme, par exemple, les ions cuivre. Ces électrodes parallèles ont été 
disposées très proches les unes des autres (150 µm) pour permettre de générer un champ 
électrique très important. Les impulsions pouvant être générées dans ce dispositif peuvent 
atteindre 35 MV.m-1, ce qui est plus important que les amplitudes de champ utilisées dans 
les études existantes précédentes. Un autre intérêt de ce dispositif est qu’il permet de 
travailler sur des cellules en suspension (qui sont déposées entre les électrodes) ainsi que 
sur des cellules attachées (qui sont cultivées sur des lamelles de verre et ensuite disposées 
au-dessus du canal formé par les électrodes). 
Cet article présente les caractéristiques et le processus de fabrication des puces de quartz 
sur lesquelles les électrodes ont été « dessinées » par la méthode de photolithographie ainsi 
que des simulations évaluant l’homogénéité du champ électrique au sein de l’espace inter-
électrode et une confirmation in vitro de l’efficacité de ce dispositif. 
Les simulations montrent que l’homogénéité du champ électrique est très bonne sur la 
largeur du canal (entre les deux électrodes face à face) mais aussi sur sa hauteur (du fond 
du dispositif jusqu’en haut des électrodes) lorsque les canaux formés par les électrodes sont 
fermés par une lamelle de verre. Le dispositif a été évalué en utilisant des cellules DC-3F et 
en suivant la perméabilisation de la membrane plasmique due aux impulsions 
« nanoseconde » de 10 ns utilisées au laboratoire. Pour suivre la perméabilisation des 
152 
 
cellules, l’entrée de Ca2+ à travers la membrane plasmique, a été mesurée en utilisant un 
marqueur fluorescent du Ca2+, le Fluo-4 AM, en présence de Ca2+ extérieur. L’intensité de 
fluorescence de ce marqueur est étroitement liée à la concentration de Ca2+ cytoplasmique. 
L’application d’une seule impulsion de 10 ns et de 280 kV.m-1 sur des cellules DC-3F 
adhérentes et étalées a permis de générer un pic de Ca2+ cytoplasmique provenant de 
l’entrée du Ca2+ extérieur (le milieu de culture contenant 1,8 M de Ca2+) ainsi que de la sortie 
du Ca2+ des organites internes tels que le réticulum endoplasmique (riche en Ca2+).  
De plus, l’analyse de l’origine du pic calcique fait l’objet du troisième article de cette thèse. 
Dans ce troisième article, le dispositif a permis de générer des pics calciques avec un autre 
























Article 3  
Electrical manipulation of the cytosolic calcium 
concentration and reproduction of the spontaneous 
calcium oscillations of human adipose-derived 
mesenchymal stem cells. 
 
De Ménorval MA, André FM, Silve A, Dalmay C, Mir LM 
Article qui sera soumis prochainement. 
 
Cet article utilise le dispositif décrit dans l’article précédent. Ce dispositif permet d’appliquer 
des impulsions nanoseconde de forte amplitude de champ sur des cellules adhérentes ou en 
suspension. Ces travaux ont été réalisés sur un modèle de cellules souches adultes 
humaines, les cellules souches mésenchymateuses issues du tissu adipeux (haMSC). Ces 
cellules ont la propriété de pouvoir se différencier en différents types cellulaires ce qui en fait 
un candidat très prometteur dans le domaine de la régénération tissulaire. 
Les haMSC ont la particularité de présenter des oscillations calciques liées à leur état de 
différenciation ainsi qu’à la phase du cycle cellulaire dans laquelle elles se trouvent. Ces 
oscillations impliquent le Ca2+ intracellulaire stocké dans le réticulum endoplasmique (RE) et 
le Ca2+ extracellulaire. Les cellules différenciées à partir des haMSC présentent moins 
d’oscillations calciques que les cellules haMSC maintenues dans un état multipotent. De 
plus, ces cellules se différencient spontanément après 20 à 30 doublements et la fréquence 
de leurs oscillations calciques diminue. 
Il a été montré que l’inhibition de ces oscillations calciques par un courant faible continu en 
milieu de différenciation entraîne une différenciation plus importante. Cependant, ces 
oscillations n’ont pas été reproduites artificiellement et il serait donc intéressant de les 
récréer pour étudier la relation entre ces oscillations et l’état de différenciation des haMSC. 
C’est pour cela que, dans cet article, des impulsions électriques de 10 ns et de 100 µs ont 
été utilisées (indépendamment) pour permettre de créer des pics calciques cytosoliques 
impliquant le Ca2+ extracellulaire et/ou le Ca2+ stocké dans le RE. 
En effet, les impulsions nanosecondes permettent de perméabiliser la membrane plasmique 
ainsi que les membranes des organites ce qui permet respectivement l’entrée de Ca2+ 
extérieur lorsqu’il y a du Ca2+ dans le milieu extracellulaire et la libération du Ca2+ stocké 
dans le RE. Les impulsions microsecondes permettent exclusivement la perméabilisation de 
la membrane plasmique. 
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L’utilisation de différentes amplitudes de ces deux types d’impulsions électriques en 
présence ou en l’absence de Ca2+ a permis de générer différents types de pics calciques (à 
chaque fois une seule impulsion est nécessaire pour générer un pic calcique).  
 
Pics calciques générés par des impulsions microsecondes 
En absence de Ca2+, des impulsions microsecondes de 31 kV.m-1 ne permettent pas de 
générer des pics calciques, ce qui montre que le réticulum endoplasmique n’est pas 
perméabilisé par ce type d’impulsions. 
En présence de Ca2+, les impulsions microseconde permettent de générer des pics calciques 
d’amplitude et de durée similaires aux oscillations calciques spontanées des haMSC. Par 
contre, la forme de la base de ces pics dépend de l’amplitude de l’impulsion appliquée. Les 
oscillations spontanées commencent par une augmentation progressive de la concentration 
calcique cytosolique (correspondant au relargage de Ca2+ stocké dans le RE par 
l’intermédiaire du canal IP3R). Dans un second temps, ces oscillations présentent une 
augmentation plus rapide et plus importante de la concentration calcique cytosolique 
(correspondant à l’amplification su signal par des canaux de la membrane plasmique, les 
SOCC et les VOCC).  
Cette forme est retrouvée lorsqu’une impulsion microseconde de faible champ électrique est 
délivrée sur les haMSC (entre 15 et 25 kV.m-1). 
Cette forme de la base du pic est compatible avec l’hypothèse d’une faible entrée de Ca2+ 
extracellulaire à travers la membrane amplifiée par les SOCC et les VOCC de la membrane 
plasmique. 
Si une impulsion microseconde de plus forte amplitude est délivrée (31 kV.m-1), la base du 
pic commence par une augmentation plus brutale de la concentration calcique que lors des 
oscillations spontanées. Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’entrée du Ca2+ causée par 
les impulsions électriques (et donc par la perméabilisation de la membrane plasmique) est 
plus massive dans ce cas et que soit elle surpasse l’action des canaux SOCC et VOCC soit 
elle déclenche plus rapidement l’action de ces canaux et se superpose à l’amplification. 
 
Pics calciques générés par des impulsions nanoseconde 
En l’absence de Ca2+, lorsqu’une impulsion nanoseconde de plus de 9,5 MV.m-1 est délivrée, 
un pic calcique est généré par le relargage du Ca2+ stocké dans le RE. Plus l’amplitude de 
l’impulsion est importante, plus l’amplitude du pic induit est importante. Une impulsion de 
10 ns et d’amplitude de l’ordre de 17-21 MV.m-1 permet de générer une impulsion dont 
l’amplitude et la forme est similaire aux oscillations calciques (la durée semble plus longue). 
Si des impulsions d’amplitude plus importantes sont délivrées, il y a une augmentation 
brutale à la base du pic calcique (comme lorsque des impulsions microsecondes de  
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31 kV.m-1 sont délivrées). Comme il n’y a pas de Ca2+ externe dans ce cas, les SOCC et les 
VOCC ne sont pas impliqués dans ce mécanisme. 
En présence de Ca2+, l’application d’une impulsion de 10 ns de l’ordre de 9 MV.m-1 permet 
de générer des petits pics calciques n’impliquant pas l’amplification par les SOCC et les 
VOCC. Seul le Ca2+ extracellulaire semble impliqué dans ce cas puisque pour des champs 
électriques équivalents, il n’y a pas de génération de pics calciques en l’absence de Ca2+. 
Pour des champs plus élevées (environ 11-13 MV.m-1) le Ca2+ externe ainsi que celui stocké 
dans le RE est impliqué et il est possible de recréer des pics calciques dont la base est 
similaire aux oscillations spontanées. Au-dessus de 17 MV.m-1, les pics présentent une 
augmentation brutale à leur base même si l’amplitude et la durée des pics sont similaires aux 
oscillations calciques.  
 
De plus, cet article suggère que le champ électrique nécessaire à la perméabilisation de la 
membrane plasmique est inférieur à celui nécessaire à la perméabilisation du RE. 
En conclusion, cet article montre donc différents protocoles permettant de générer des pics 
calciques cytosoliques impliquant soit seulement le Ca2+ externe, soit seulement le Ca2+ 
stocké dans le RE, soit les deux et en utilisant une amplification du signal calcique par les 
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Human adipose mesenchymal stem cells (haMSCs) are multipotent adult stem cells of great 
interest in regenerative medicine or oncology. They also present spontaneous calcium 
oscillations related to cell cycle progression and differentiation but the correlation between 
these phenomenons is still unclear. Indeed, it is difficult to mimic haMSCs spontaneous 
calcium oscillations with classical chemicals. However, pulsed electric fields (PEFs) can 
permeabilize plasma and/or organelles membranes depending on the applied pulses and 
generate cytosolic calcium peaks by recruiting internal or external calcium stores. We show 
that with 100 µs PEFs and 10 ns PEFs it is possible to mimic haMSCs spontaneous calcium 
oscillations (same amplitude, duration and shape). In conclusion, PEFs could be a tool to 
micromanipulate cytosolic calcium concentrations. This tool can be switched on and off 
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instantaneously, contrary to chemicals agents, which can be useful for further investigation of 
the role of calcium oscillations in haMSCs differentiation. 
Introduction 
Human mesenchymal stem cells (hMSCs) have the ability to differentiate into different cell 
types including adipocytes, chondroblasts and osteoblasts  324, 325, 369. Human adipose-
derived MSCs (haMSCs) are very similar to the bone marrow-derived ones 324 but haMSCs 
are easier to collect making them promising candidates for cell therapy.  
Even if the differentiating protocols using chemical to differentiate haMSC into adipocytes 327, 
328, 329, 330, 331, chondrocytes 335, 336, 337 and osteocytes 332, 333, 334 are well known, differentiation 
takes time (from 15 days to 1 month)  327 and cannot produce all cell types. Furthermore, 
hMSCs spontaneously differentiate after 20 to 30 population doublings and lose their 
multipotency  324, 338, 339.  
HMSCs present spontaneous Ca2+ oscillations implicating (i) endoplasmic reticulum (ER) 
Ca2+ channels like the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (InsP3R) and plasma membrane 
(PM) Ca2+ channels as well as (ii) store-operated Ca2+ channels (SOCCs) and (iii) voltage-
operated Ca2+ channels (VOCCs) 339. These oscillations seem to be controlled by the Ca2+ 
release-recapture ER mechanisms amplified by the entry of external Ca2+ through PM Ca2+ 
channels  339. Sun et al. reported that differentiated hMSCs present less Ca2+ oscillations than 
undifferentiated hMSCs and that blocking these oscillations by using a 10 V/m continuous 
electric field (EF) facilitates differentiation into osteogenic lineage 370. The correlation 
between these oscillations and the differentiation process is still unclear.  
Microsecond pulse electric field (µsPEF) of about 100 kV/m are commonly used in the 
electropermeabilization field to induce PM permeabilization to different types of molecules 
(small ions 371, drugs 59, DNA 372). The higher the EF, the greater the permeabilization 140. 
Since a decade, a new type of PEFs has been used: the nanosecond PEFs (nsPEFs) that 
are 10 000 fold shorter in duration and 300 fold higher in amplitude.  
P.T. Vernier and colleagues showed that nsPEFs can generate cytosolic Ca2+ peaks by 
permeabilizing PM and internal membranes such as the ER membranes, allowing the 
release of ER Ca2+ stored to the cytoplasm 56. Application of µsPEFs can only permeabilize 
the PM and also induce Ca2+ fluxes by permitting external Ca2+ entry  17. 
The aim of this work was to develop a really flexible way to micromanipulate cytosolic Ca2+ 
concentrations that could be switched on and off on demand and to study the possibility to 
mimic spontaneous Ca2+ oscillations in haMSCs using nsPEFs or µsPEFs. It could be used 





Materials and methods 
Cells and culture conditions 
HaMSCs were isolated from lipoaspirates of individuals that gave informed consent for the 
use of these samples 328, 373. The cells were grown in DMEM (Dulbelco’s Modified Eagle 
Medium) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL 
streptomycin. The cell culture chemicals were purchased from Invitrogen (Cergy Pontoise, 
France). Cells were propagated at 37°C in a humidified 5% carbon dioxide atmosphere by 
passing them every 3-4 days (one passage corresponding to one doubling time of the 
population). The multipotency capabilities of the cells were assessed by submitting them to 
differentiation conditions as reported in André et al. 374 (data not shown). Two different media 
were used in the experiments: complete DMEM and S-MEM (Suspension Minimal Essential 
Medium). DMEM contains 1.8 mM Ca2+ whereas S-MEM does not contain Ca2+. 
 
Nanosecond pulse generator and measurement. 
A commercial generator purchased from FID (FID GmbH, Model FPG 10-ISM10, Burbach, 
Germany) was used to treat the cells. It generates trapezoidal monopolar pulses of 10 ns. 
The generator and the measurement protocol are described in Dalmay et al. 375. 
 
Nanopulse exposure device. 
The exposure devices were microchambers with parallel gold electrodes, 25 µm thick, with a 
gap between the electrodes of 300 µm or 150 µm. The biochip substrat was in quartz and the 
channel was about 3 cm long and 25 µm deep. This device, which was compatible with a 
laboratory-made microscope stage, has been described in Dalmay et al.  375.  
Microsecond pulse generator and electrodes. 
Electric pulses of 100 µs were generated using a Cliniporator TM (Igea, Carpi, Italy). The 
pulse generator was connected to two parallel stainless steel rods of 1 mm diameter, 4 mm 
apart that were shaped to enter a 24 plate well and used as electrodes. The whole system 
was installed on an inverted microscope (see below). 
 
Imaging and images treatment. 
Cells were cultured on glass cover slides for at least 24 hours to obtain well spread out cells. 
In order to visualize the effect of the nsPEF on living cells, the cells were incubated with 5µM 
of Ca2+ fluorescent marker, Fluo-4 AM (λex = 496 nm, λem = 515 nm, Invitrogen) for 30 min 
in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37 °C in complete DMEM. To easily localize the 
cells, the incubation buffer also contained 375 nM of the nuclear fluorescent dye Hoechst 
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33342 (λex = 350 nm, λem = 461 nm, Invitrogen). There is no interference between Fluo-4 
and Hoechst 33342 fluorescence because their emission wavelengths are separated 
enough. The slides were washed three times with PBS (Phosphate Buffered Saline), turned 
upside down and placed on the top of the chip filled with complete DMEM or S-MEM (the 
cells being thus located inside the channel). Fluo-4 AM dye possesses acetoxymethyl groups 
(AM) allowing the molecule to enter the cell and preventing that Ca2+ binding occurs outside 
of the cell. Once the marker is inside the cytoplasm, the AM groups are cleaved by 
endogenous esterases resulting in both the trapping of the fluorophore and its activation. If 
the cytosolic Ca2+ concentration increases, Fluo-4 fluorescence increases. Images of 
haMSCs were taken every 10 s for 10 to 40 min with a Zeiss AxioCam Hrc controlled by the 
Axio Vision 4.6 software (Carl Zeiss, Germany) on a Zeiss Axiovert S100 epifluorescence 
inverted microscope. The pulses were always delivered after at least 5 min of observation 
and 2 s before the next image. 
The nuclear dye Hoechst 33342 was used to track the cells during videomicroscopy. Indeed, 
nuclei were recognized and the individual cells tracked using the Cell Profiler software 
(Broad Institute, Cambridge, USA), allowing the automatic measurement of the fluorescence 
intensity signal of each cell on every image. Curves were plotted with a Matlab program. 
All the observations were done at 37° C with 5% of CO2. 
The minimum opening time of the shutter for the fluorescent light was about 500 ms. In order 
to decrease the light energy applied on the cells, a 90% density Filter Thorlabs (NE110B, 
Maisons-Lafitte, France) was used. 
 
Determination of the EF amplitudes needed to permeabilize Ca2+ 
internal stores and PM 
In order to determine the field amplitude needed to permeabilize haMSCs in the presence or 
in the absence of external Ca2+ and to compare the shapes of the responses, different 
increasing field amplitudes were applied on the same cells of a coverslide. Indeed, it could 
be difficult to compare the responses on totally different cells because of the intercellular 
variabilities. On each group of cells, 7 to 8 PEFs of 10 ns were applied with an interval of 
300 s. The range of field amplitudes was from 2.5 MV/m up to 40 MV/m. The threshold 
values determined using these sequences of increasing field amplitude were verified later on 
cells exposed only to the permeabilizing field amplitudes. 
 
Statistics plotting 
On the box plot, minima and maxima are represented at the ends of the whiskers. The 





Follow-up of the spontaneous Ca2+ oscillations in haMSCs. 
Undifferentiated HaMSCs present asynchronous spontaneous Ca2+ oscillations viewable by 
a labeling with Fluo-4 (Fig. 1. a and b). Figure 1.c shows the stable repetition frequency of 
Ca2+ variations of one cell displaying 34 peaks in 1800 s (≈53 s between each Ca2+ 
oscillation), extracted from the videomicroscopy data. Even if for each cell the rhythm of the 
Ca2+ oscillations was rather stable, there was a large intercellular variability in the interval 
between two oscillations which is in agreement with the idea of asynchronous oscillations 
(Fig. 1.d). The mean interval between two oscillations was 144.2 s ± 124.2 s, mean ± SD 
(n=45 cells). The maximum interval observed was 514.3 s and the minimum was 47.37 s. 
 
Generation of Ca2+ peaks using nsPEFs 
Since one of our goals was to mimic the spontaneous oscillations with only one single PEF of 
10 ns with high amplitude, different magnitudes of the PEFs were tested on adherent cells 
with or without Ca2+ in the external medium.  
Figure 2.a shows that in the presence of Ca2+, a single 10 ns pulse of 7.5 MV/m was needed 
to induce a cytosolic Ca2+ increase showing a permeabilization of the adherent haMSCs 
(E0PM) and that 16.8 MV/m were needed to induce a Ca
2+ peak in 100% of the haMSCs 
(E100PM). In this case, Ca
2+ fluxes can cross PM and/or organelles membranes.  
In the absence of external Ca2+ (Fig. 2.b), 9.5 MV/m were needed to visualize a cytosolic 
Ca2+ increase (E0Org) and 21.5 MV/m were needed to observe a Ca
2+ peak in 100% of the 
haMSCs (E100org). In that case, mobilized Ca
2+ can only be internally stored Ca2+ showing 
permeabilization of organelles.  
With or without external Ca2+, the increase of cytosolic Ca2+ was gradual for EFs of 
respectively 11-13 MV/m and 17-21 MV/m. For higher EF amplitudes, the peaks started with 
a sharp raise. The EF needed to generate a Ca2+ peak was therefore lower in the presence 
of external Ca2+ showing that PM was easier to permeabilize than organelles.  
With external Ca2+, a response was observed for EF amplitudes of more than 7.5 MV/m. 
However, to start to get amplitude of the Ca2+ peak comparable with the spontaneous Ca2+ 
oscillations, an EF magnitude of about 11-13 MV/m was needed. 
On figure 2.c and d, two different cells from two experiments, representative of the general 
cell behavior, were exposed to 7 nsPEFs increasing from 2.7 MV/m to 36 MV/m with or 
without external Ca2+. In the presence of Ca2+, no Ca2+ peak was induced by the application 
of a 2.7 MV/m nsPEF. A 8.8 MV/m nsPEF induced small Ca2+ peaks whereas a 13 MV/m 
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nsPEF induced a higher Ca2+ peak which started gradually (similar to the spontaneous 
oscillations). From 17 to 36 MV/m cells presented Ca2+ peaks starting with sharp raises.  
In the absence of Ca2+, no effects were seen when one 10 ns nsPEF of 2.7 MV/m and 
8.9 MV/m were applied (Fig. 2 b and.d). A nsPEF of 13 MV/m induced a small Ca2+ 
response. With EFs from 17 to 21 MV/m Ca2+ peaks presented gradual increases at the 
beginning. For EFs of 28 MV/m cells presented Ca2+ peaks with increasing amplitudes and 
sharp raises at the beginning. For the application of a 36 MV/m nsPEF, the amplitude of the 
responses slightly decreased. To confirm that there was no additive effect due to the protocol 
described above, coverslides were also exposed to only one 10 ns pulse of different EF 
amplitudes from 10.2 to 17.6 MV/m, in the presence of Ca2+,
 or from 15 to 24 MV/m, in the 
absence of Ca2+ (data not shown). Different EF amplitudes were applied. The percentage of 
responding cells at each EF amplitude fully fit with the results presented on figure 2, showing 
that there was no additive effect due to the application of several nsPEFs, at least when a 
gap of 300 s between two consecutive nsPEFs was respected. 
On figure 3, 39 of the 47 examined cells responded to the PEF (83% of the observed cells) 
by an increase in the cytosolic Ca2+ concentration. With external Ca2+, EF of 11 MV/m 
allowed reproducing Ca2+ peaks with comparable amplitude and duration as the spontaneous 
ones without stopping the spontaneous oscillations (Fig. 3.a). If nsPEFs were delivered 
during the decreasing time of the spontaneous Ca2+ peaks, cells still showed an increase in 
Ca2+ concentration (Fig. 3.a and b). But, there was no effect if the nsPEF was delivered 
during the rising step of the spontaneous Ca2+ oscillations (Fig. 3.c). On figure 3.d, each 
nsPEF occurred between two spontaneous Ca2+ oscillations and generated a Ca2+ peak (of 
smaller amplitude, in this particular cell, compared to the spontaneous oscillations) without 
stopping the spontaneous oscillations. 
HaMSCs in suspension were also studied without external Ca2+ (S-MEM) and also presented 
Ca2+ peaks in response to nsPEFs (Fig. 4). Each time a nsPEF with high enough amplitude 
was applied, an immediate and sharp rise in cytosolic Ca2+ was observed due to the release 
of Ca2+ from the internal stores (mostly the ER). Amplitude of the second peak was 10 fold 
smaller than the first one whereas PEF was identical. Even a higher EF (for example 24 
MV/m) delivered after 3 nsPEFs of 20 MV/m did not generate higher  Ca2+ peak, and did not 
even stop the progressive decrease in Ca2+ peaks amplitude. 
 
Generation of Ca2+ peaks using µsPEFS 
Reproduction of spontaneous oscillations (same amplitude, shape and duration) was 
achieved using one PEFs of 100 µs and 15-25 kV/m. However, not all the cells were 
responding. The lower the EF, the lower the percentage of cells presenting a Ca2+ response 
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(Supplementary Table 1). Interestingly, with these low amplitude fields (15-25 kV/m), some 
responding cells presented a gradual increase at the beginning of the peak (Table 1, 
Supplementary data), like the spontaneous oscillations.  
One single 100 µsPEF of 31 kV/m induced a Ca2+ peak in 100% of the haMSCs (due to 
external Ca2+ entry through the PM) with the same amplitude and duration but not the same 
shape of the beginning of the peaks as the spontaneous ones (Fig. 5). The spontaneous 
Ca2+ peaks started with a gradual increase whereas Ca2+ peaks produced by a 31 kV/m 
µsPEF presented a sharp rise in the cytosolic Ca2+ concentration.  
Spontaneous oscillations were not interrupted by the application of six PEFs of 100 µs (Fig. 
5.b). The addition of propidium iodide (PI) 30 min after the last electrical stimulation showed 
no PI uptake revealing that cells were still alive 30 min after the treatment (data not shown).  
In the absence of external Ca2+ (S-MEM) there was no increase in Ca2+ fluorescence by 




Our observations reveal that nsPEFs and µsPEFs can provoke Ca2+ peaks similar to the 
spontaneous oscillations (same amplitude and duration depending on the EF amplitude and 
on the presence or the absence of external Ca2+). 
 
Follow-up of the spontaneous Ca2+ oscillations in haMSCs. 
Some haMSCs were not presenting Ca2+ oscillations during the observation time (2 % in Fig. 
1.d), some were presenting numerous peaks (Fig. 1.c) or just a few ones (data not shown). 
Since there is no reason for cell cycle synchronization in our cultures and since it has been 
shown that hMSCs display Ca2+ oscillations only during the G1/S phases of the cell cycle 376, 
the non oscillating cells could be the ones out of the G1 or S phases during the observation.  
 
Generation of Ca2+ peaks using nsPEFs 
NsPEFs were used to generate artificial Ca2+ peaks. Different publications presented Ca2+ 
release induced by nsPEFs in non excitable cells. It has been shown that 10 nanopulses of 
30 ns at 2.5 MV/m 56 or a single 60 ns pulse of 2.5 to 10 MV/m 377 can cause Ca2+ release 
from the ER. In the former case, nsPEF affected organelles without affecting PM Ca2+ 
channels 56. We present here, for the first time, that a single nanopulse as short as 10 ns can 
cause a Ca2+ release in non excitable cells.   
Application of nsPEF during the rising part of a spontaneous oscillation does not display any 
additional effect (Fig. 3.c). With this amplitude of EF (11.3 MV/m) and with external Ca2+, it is 
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possible that the spontaneous and the induced oscillations are partly using the same 
mechanisms, explaining why there is no additive effect.  
 
Shapes of the induced Ca2+ peaks and relationship with the origin of 
the Ca2+ mobilized 
Present knowledge assumes that there is no permeabilization of organelles membranes 
(therefore no induced Ca2+ peak), when a µsPEF of 31 kV/cm is applied without external 
Ca2+ and it was confirmed by our observations. When the same µsPEF was applied in the 
presence of external Ca2+, Ca2+ peaks were induced with same amplitude and duration as 
spontaneous oscillations.  The only difference was the very sharp rise at the beginning of the 
peaks (Fig. 5) whereas spontaneous oscillations started progressively with a round curve 
which is in agreement with the hypothesis described by Kawano et al. 339 (oscillations initiated 
by the release of ER Ca2+ stored and amplified by Ca2+ entry through PM Ca2+ channels). 
This difference can be explained by the hypothesis that, here, the Ca2+ peak is due to a 
massive Ca2+ entry through the µsPEF-permeabilized PM (proved by the absence of Ca2+ 
peak when there is no external Ca2+).   
When µsPEF of lower amplitude (from 15 to 25 kV/m) were applied on haMSCs, some of the 
responding cells presented the same shape at the beginning as the spontaneous oscillations. 
These conditions seem to be the best to reproduce spontaneous oscillations. 
When nsPEFs of about 11-13 MV/m were applied, with external Ca2+, gradual increases at 
the beginning of the peaks were observed (Fig. 2.c and 4). For these EF amplitudes part of 
the cells were presenting Ca2+ peaks with the same amplitude as the spontaneous ones(Fig. 
3.a) and some others showed smaller Ca2+ response (Fig. 3.d). When nsPEFs of 11 MV/m 
and more (or µsPEFs from 15 kV/m to 30 kV/m) were applied with external Ca2+, the 
amplitude of the Ca2+ response did not seem to completely depend on the field amplitude. It 
seems that the amplitudes are either really low or as high as the ones of spontaneous 
oscillations showing that an amplification mechanism using the SOCCs and the VOCCs can 
occur if the initially PEF-induced Ca2+ permeabilization is large enough.  
When higher EF amplitudes were used (more than 13 MV/m), Ca2+ peaks started more 
sharply. 
In the presence of Ca2+, internal and external Ca2+ stores can be recruited excepted for EFs 
of less than 9.5 MV/m that involved only the external Ca2+ (no Ca2+ peak if there was no 
external Ca2+ at this EF amplitude). 
In the absence of external Ca2+, results showed that the higher the EF, the higher the Ca2+ 
peak amplitude (there is no amplification system, Fig. 2.d). Considering the shape of the Ca2+ 
response, nsPEFs of about 17-21 MV/m induced Ca2+ responses of smaller amplitude than 
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the spontaneous oscillations but with similar gradual increases at the beginning. Indeed, for 
higher EFs, Ca2+ peaks started more sharply.   
Without external Ca2+, Ca
2+ peaks are due to the release of internally stored Ca2+ (mostly the 
ER). A depletion of the internal Ca2+ stores can explain the decrease in Ca2+ peaks amplitude 
in response to several nsPEFs of 20MV/M or 24MV/m (Fig. 4) or to the last nsPEF applied in 
figure 2.d. According to the Kawano hypothesis 339, without external Ca2+, refilling of the 
calcium stores is not possible. Furthermore, this type of PEFs can permeabilize the PM 
leading to a leakage of the cytosolic Ca2+ (included the Ca2+ released from the stores) 
enhancing the internal stores depletion. 
In each case, haMSCs recovered in less than two minutes, meaning that Ca2+ could no 
longer be mobilized across the membrane and that induced electropermeabilization was fully 
reversible.  
 
Spontaneous and PEF-induced Ca2+ flows in haMSCs 
The different mechanisms involved in the Ca2+ peaks detailed below are summarized in 
figure 6. Mechanisms of spontaneous oscillations are described in agreement with Kawano 
et al. hypothesis  339 (Fig. 6.a). Besides, it is known that nsPEFs can permeabilize the ER 
membrane 56 and the PM 378, 379 and that the electropermeabilization is done through the lipid 
bilayer (according to molecular dynamics simulations 158, 161 and because lipid vesicules can 
be permeabilized 14, 25).  
Application of µsPEFs of 15 to 25 kV/m can induce Ca2+peaks mimicking the spontaneous 
oscillations (same shape, same amplitude and duration, Fig. 6.b). Application of µsPEFs of 
higher EF amplitude (31 kV/m) mostly leaded to Ca2+ peaks with a sharp Ca2+ rising (high 
field case in figure 6.b) due to the PM permeabilization to Ca2+ without organelle 
permeabilization (because no Ca2+ peaks were induced without external Ca2+with theses 
PEFs) which is in agreement with the classical models of electropermeabilization. 
Without external Ca2+ (Fig. 6.c), nsPEF led to Ca2+ peaks only due to the release of internally 
stored Ca2+ (mostly in ER). The higher the EF amplitude, the higher the response. When low 
EFs were applied (lower than 17 MV/m), Ca2+ peaks started gradually whereas the 
application of higher EFs (higher than 17 MV/m)  generated sharp Ca2+ rises because of 
extended electropermeabilization inducing massive Ca2+ release. 
When nsPEFs of low amplitude (less than 11 MV/m) were applied with external Ca2+, PM 
was permeabilized inducing slight increases in cytosolic Ca2+ (Fig. 6.d.1).  When higher EFs 
were applied (from 11 MV/m to 13 MV/m) the Ca2+ increases were more important and had a 
similar shape of the beginning of the peak to spontaneous oscillations (Fig. 6.d.2, moderate 
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field case). When even higher EFs were applied (from 17 to 40 MV/m) haMSCs presented 
Ca2+ peaks with sharp rising. 
In this two latter cases (for EFs of more than 11 MV/m) , we can speculate that there is a 
threshold phenomenon in Ca2+ concentration inducing the activation of the SOCCs and the 
VOCCs, leading to an Ca2+ entry amplification because the maxima of the cytosolic Ca2+ 
peaks were mostly constant (for each cell). Figure 2.c shows that in the presence of external 
Ca2+ the Ca2+ peak is either quite low or really higher with no intermediate value which is in 
agreement with the involvement of amplification due to SOCCs and VOCCs. But, regarding 
to the intercellular variability in our experiments, it is not possible to determine this threshold. 
The sharp rising seen with high EF (more than 17 MV/m) in the presence of Ca2+ could be 
explained by the fact that membranes permeabilization is great enough to lead to a fast and 
massive increase in cytosolic Ca2+ almost instantaneously amplified by the SOCCs and the 
VOCCs. The amplification mechanism may control the maxima of the peaks because these 
peaks mostly reached the same maximum as the ones showing gradual increases at the 
beginning. 
After these types of Ca2+ perturbations, the Ca2+ was pumped back to the ER through SERCA 
pumps (sarco/ER Ca2+ ATPase) and released to the external medium through the NCX 
channel (Na+/Ca2+ exchanger) and PMCA (PM Ca2+ ATPase ).  
 
 
Lower EFs are needed to permeabilize PM than organelles membranes. 
A decade ago, it was thought that nsPEFs would only permeabilize organelles but more 
recently it has been shown that nsPEFs were also permeabilizing PM 378. It is still commonly 
assumed that lower EFs are needed to permeabilize organelles than PM but this work shows 
that, with these cells and 10 ns pulses, lower fields are necessary to permeabilize PM to Ca2+ 
than organelles. Interestingly, the comparison is made here using the same marker of low 
molecular weight (the Ca2+) and the same system to visualize it (Fluo-4 AM used always 
under the same conditions). Our conclusion can be supported by the recent work of 
Semenov et al. 57 also reporting that it is easier to permeabilize PM than organelles 
 The size of the permeabilization dye and the sensitivity of the techniques used are really 
important parameters that should be taken in account. Indeed, it has been shown in another 
study 95 that the notion of chemical permeabilization strongly depends on the dye and the 
technique of observation used (Ca2+ entry is seen for less intense permeabilization 




We developed new flexible tools to control internal Ca2+ concentrations on demand and to 
reproduce spontaneous hMSCs oscillations (nsPEFs and µsPEFs). The important 
parameters (amplitude, duration and shape of the gradient in concentration) in the regulation 
of cell physiology by Ca2+ peaks are not known but with these new tools, different shapes of 
Ca2+ peaks can be produced. This Ca2+ stimulation present the great advantage that it can be 
instantaneously switched on and off which is not possible with chemical agents.  It is now 
possible to micromanipulate cytosolic Ca2+ concentrations on demand by electrical 
manipulation and to activate or not SOCCs and VOCCs. This approach can help to 
understand the implication of Ca2+ oscillations in biologic processes as in differentiation and 
to determine the important parameters of the Ca2+ peaks for cell physiology (frequency, 
amplitude, shape, etc). 
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Figure 1: Attached haMSCs, preloaded with Fluo-4 (5µM), presenting spontaneous Ca2+ 
oscillations in complete DMEM. a, Snapshot in epifluorescence of Fluo-4 labeled haMSCs. b, 
Focus on two Fluo-4 labeled cells at different times of observation. The cells are presenting 
asynchronous spontaneous oscillations. Pictures have been taken with objective 10x. c, Ca2+ 
oscillations of one haMSC extracted from a movie of 30min (one image every 10 s). The Ca2+ 
oscillations seem to have controlled amplitude and rythm. d, Distribution of the oscillation 
periods of oscillating haMSCs. 56 cells were followed. 98% exhibited oscillations. 80% 
exhibited oscillations all along the observation (and were plotted). There was intercellular 







Figure 2: Effect of the amplitude of the electric field on the percentage of cells presenting a 
Ca2+ response and on the shape of the Ca2+ peaks in the presence or in the absence of 
external Ca2+. a and b, Field amplitudes needed to start to permeabilize the attached 
haMSCs (E0) and for the permeabilization of all the attached haMSCs (E100) in the presence 
of external Ca2+ (a) or in the absence of external Ca2+ (b). n=5 for experiments with external 
calcium and n=4 in the absence of Ca2+. 17 to 30 cells were observed for each tested electric 
fields. Lower electric field was needed to induce Ca2+ peaks in the presence of external Ca2+ 
than in the absence of Ca2+. 
c and d, Cytosolic Ca2+peaks recorded in two adherent haMSCs responding to several 
nsPEF ranging from 2.7 MV.m-1 to 36 MV/m-1. c. 2 cells Ca2+ profiles from the same 




from the same experiment done in the absence of external Ca2+ (S-MEM). The shape of the 
beginning of the Ca2+ peaks was depending on the electric field. 
 
 
Figure 3: Attached haMSCs cells presenting spontaneous and induced Ca2+ peaks in 
complete DMEM. A single 10 ns nsPEF was applied twice (at 400 s and 600 s of the video). 
a, b and c, NsPEFs applied during spontaneous peaks. If the nsPEF is delivered 
simultaneously with the decreasing part of a spontaneous oscillation, the cell can exhibit a 
electrically induced Ca2+ peak. There was no electrically induced Ca2+ peak if the nsPEF was 
delivered during the rising part of the spontaneous oscillation.  d, NsPEFs applied between 
two spontaneous oscillations. The cell presented a small induced Ca2+ peak. In all the cases 




Figure 4: HaMSCs in suspension (laid down on the bottom of the channel of the exposure 
device) presenting Ca2+ peaks induced by nsPEFs. Cells were pulsed in S-MEM. NsPEFs 
were delivered every 100s. The 3 first arrows correspond to a 10 ns pulse of 20 MV/m. The 
last 2 arrows correspond to a 10 ns pulse of 24 MV/m. Each nsPEF induced a Ca2+ peak but 
the amplitudes decreased. 
 
 
Figure 5: Attached haMSC presenting Ca2+ peaks induced by  100 µs micropulses of 
31 kV/m (arrows) 6 times (interval : 200 s) in complete DMEM medium. There is no loss of 
the spontaneous oscillations and the electrically induced Ca2+ peaks had the same duration 






Figure 6: Summary scheme of the Ca2+ flows observed in haMSCs. a, Spontaneous 
oscillations according to the Kawano hypothesis. b, Ca2+ peak triggered by nsPEF in the 
presence of Ca2+. When low electric field was applied (from 15 to 25 kV/m) the shape of the 
induced Ca2+ peaks was the same as the one of the spontaneous oscillations . When higher 
electric field was applied, the amplitude and the duration were the same as the ones of 
spontaneous oscillations but the shape of the beginning of the peak was sharper than the 
one of spontaneous oscillations. With µsPEFs only the external Ca2+ was involved. c, Ca2+ 
peak triggered by nsPEF in the absence of Ca2+. The higher the electric field,  the higher the 
amplitude of the induced Ca2+ peak . d, Ca2+ peak triggered by nsPEFs in the presence of 
Ca2+. At low electric field, only the external Ca2+ was involved. At moderate and high electric 






Supplementary data  
 Table 1 : Percentages of cells presenting Ca2+ peaks and percentages of responding cells 
showing a gradual increase in the Ca2+ concentration at the beginning of the peak in 
response to low electric fields µsPEF. The higher the electric field, the higher the percentage 
of cells presenting an induced Ca2+ peak and the lower the percentage of responding cell 
showing a gradual increase at the beginning of the peak. 
Electric 
field 
Number of exposed 
cells 
% of responding 
cells 
% of the responding cells 
showing a gradual increase in 
the Ca2+ concentration 
15 MV/m 216 42% 33% 
20 MV/m 216 84% 25% 



















Les différentes expériences menées au cours de cette thèse ont permis :  
1. de détailler l’action du DMSO dans une membrane lipidique comportant 20% de 
cholestérol (% molaire) à l’échelle moléculaire grâce à la vérification expérimentale 
des prédictions des simulations de dynamique moléculaires, 
2. de permettre une comparaison moléculaire entre la perméabilisation par un agent 
chimique (le DMSO) et un agent physique (les impulsions électriques), 
3. de développer un dispositif d’exposition aux impulsions électriques nanosecondes 
permettant d’appliquer des impulsions de 10 ns et d’amplitude de champ allant 
jusqu’à 40 MV.m-1 et d’observer en temps réel, par microscopie, l’effet de ces 
impulsions sur les cellules, 
4. de générer des pics calciques cytosoliques chez des cellules d’une lignée cellulaire 
non excitable (les cellules DC-3F), 
5. d’évaluer les champs électriques nécessaires pour perméabiliser la membrane 
plasmique d‘une part et les membranes des réservoirs calciques intracellulaires 
(principalement le réticulum endoplasmique) d’autre part, 
6. de développer trois protocoles différent permettant de micromanipuler les 
concentrations calciques cytosoliques des cellules souches mésenchymateuses et de 
reproduire artificiellement des oscillations calciques spontanées de ces cellules. Il est 
donc possible de générer soit seulement une entrée de Ca2+ extérieur dans le 
cytoplasme (en utilisant des impulsions microseconde en présence de Ca2+), soit une 
entrée simultanée de Ca2+ extérieur et un relargage du Ca2+ stocké dans le réticulum 
endoplasmique (en utilisant des impulsions nanoseconde en présence de Ca2+) ou 
pour finir seulement un relargage du Ca2+ interne stocké dans le réticulum 
endoplasmique (en utilisant des impulsions nanoseconde en l’absence de Ca2+ 
extérieur). 
 
I. Comparaison entre méthode chimique/méthode 
physique de perméabilisation des membranes 
cellulaires 
 
Les résultats présentés dans cette thèse permettent de comparer la méthode chimique de 
perméabilisation des cellules par le DMSO avec la méthode physique de perméabilisation 
par l’application d’impulsions électriques. 
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 Ressemblance des structures de perméabilisation A.
D’après la dynamique moléculaire, le DMSO ainsi que l’application d’un champ électrique 
génèrent la mise en place de pores hydrophiles. Les résultats de ces simulations semblent 
être confirmés par l’expérimentation (Cf. article 1 de cette thèse pour la perméabilisation par 
le DMSO et l’article de Breton et al. de 2012 71 pour la perméabilisation par les impulsions 
électriques).  
Lors de la perméabilisation par le DMSO, il y a une première étape qui précède la 
perméabilisation membranaire et qui n’est pas retrouvée avec la perméabilisation par les 
champs électriques. En effet, le DMSO s’insère dans la membrane sous les têtes des 
phospholipides ce qui a pour conséquence d’affiner la membrane plasmique et d’augmenter 
sa surface.  
L’étape suivante de la perméabilisation par le DMSO est similaire à la première étape de la 
l’électroperméabilisation. Dans les deux cas il y a création de pores membranaires. Ces 
pores sont formés par une première molécule d’eau qui s’insère dans la partie hydrophobe 
de la membrane et qui entraine d’autres molécules d’eau dans cet espace hydrophobe. Il 
peut y avoir des créations de début de colonnes d’eau des deux côtés de la membrane dans 
les deux types de perméabilisation car ces phénomènes sont stochastiques. En effet, 
l’application de l’agent perméabilisant augmente la possibilité d’apparition de ces colonnes 
d’eau indépendamment du feuillet observé. 
Lorsque la colonne d’eau ou les deux demi-colonnes d’eau se faisant face grandissent 
jusqu’à traverser toute l’épaisseur de la membrane cela permet de mettre en contact les 
deux compartiments aqueux. Suite à cela, il y a stabilisation de la colonne d’eau par les 
phospholipides qui se disposent à l’interface entre l’eau et les chaines aliphatiques des 
phospholipides par diffusion latérale.  
De plus, il a été montré que ces deux types d’agents perméabilisants ont des effets 
fusogènes. Cet effet fusogène est dû à l’effet du DMSO et des impulsions électriques sur 
l’eau située à l’interface entre la solution aqueuse des milieux intérieurs et extérieurs et la 
bicouche lipidique. Cette eau interfaciale génère une répulsion qui empêche le contact des 
membranes des cellules voisines. Lorsque les cellules sont soumises à l’effet du DMSO ou 
des impulsions électriques cette eau interfaciale est affectée et le contact entre les 
membranes des cellules est favorisé. L’utilisation du DMSO a comme avantage d’affecter 
toute la surface de la membrane cellulaire alors que l’électrofusion affecte surtout les pôles 
de la cellule faisant face aux électrodes. De plus, il est plus facile de contrôler la 
concentration d’un produit chimique que de mesurer les champs électriques ainsi que leur 
homogénéité. Cependant, l’électrofusion est plus facile à mettre en œuvre et à contrôler car 
la gamme de travail entre l’apparition de l’effet fusogène et celle de la toxicité est plus 
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grande. Cette toxicité importante du DMSO est peut-être liée au fait que toute la membrane 
cellulaire est déstabilisée alors que l’effet est plus localisé lors de l’électrofusion. De plus, 
l’effet fusogène est plus rapide avec l’électrofusion. C’est donc pour ces différentes raisons 
qu’actuellement l’électrofusion est plus utilisée que la fusion médiée par le DMSO. 
Pour finir, Melkonyan et al. montré que l’action combinée du DMSO et des impulsions 
électriques peut permettre d’augmenter l’efficacité de transfection par rapport à 
l’électroperméabilisation seule 380. Les résultats de Melkonyan et al. et de l’article 1 de cette 
thèse laissent penser qu’il peut y avoir un effet additif entre la perméabilisation par le DMSO 
et l’électroperméabilisation. 
 Notion de fin de la perturbation B.
L’avantage des techniques physiques par rapport aux techniques chimiques employées pour 
perméabiliser les membranes repose sur le fait qu’il est possible de retirer complètement 
l’agent physique après l’exposition. En effet, le potentiel transmembranaire revient à la valeur 
du potentiel de repos en quelques µs après la fin de l’application des impulsions électriques. 
Dans le cas des agents chimiques, même si les cellules sont lavées ou que la solution est 
diluée, il reste toujours des traces du produit chimique surtout dans le cas du DMSO puisqu’il 
s’insère dans la membrane. Il est possible qu’une partie du DMSO reste ancrée dans la 
membrane même après lavage ou dilution du produit. Il est donc pratiquement impossible de 
supprimer complètement l’agent perméabilisant. 
Cette propriété permet une optimisation de l’exposition plus aisée et un meilleur contrôle de 
la toxicité dans le cas des impulsions électriques par rapport à l’utilisation du DMSO. 
 
 Différences de toxicité et d’efficacité entre la C.
perméabilisation par le DMSO et celle par 
l’application d’un champ électrique 
Même si la perméabilisation chimique par le DMSO et la perméabilisation physique par les 
impulsions électriques semblent avoir des mécanismes moléculaires d’action très 
semblables, leur efficacité et leur toxicité sont différentes. En effet, il a été montré que 
différents types de molécules, dont la taille varie de quelques Da à quelques milliers de kDa, 
pouvaient traverser les pores formés dans le cas de l’électroperméabilisation (médicaments, 
marqueurs fluorescents, acides nucléiques). Les résultats de cette thèse montrent que dans 
le cas de la perméabilisation par le DMSO, les molécules d’eau traversent rapidement et en 
grande quantité la bicouche lipidique par l’intermédiaire des pores hydrophiles. Le Ca2+ 
emprunte aussi cette voie mais l’effet est visualisé plus tardivement. La perméabilisation à 
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ces deux molécules s’effectue dans le régime II du DMSO (pores hydrophiles mais maintien 
de la structure de la membrane) avec des concentrations en DMSO compatibles avec une 
bonne survie cellulaire. En effet, les entrées d’eau et de Ca2+ dans la cellule sont observées 
pour le régime II du DMSO (entre 15% et 20% de DMSO). Cependant l’entrée de molécule 
plus grosse, comme le Yo-Pro n’a lieu que pour le régime III du DMSO (déstabilisation 
intense de la membrane entrainant sa destruction). Il semble donc que la perméabilisation 
par cet agent chimique ne permette pas d’internaliser de grosses molécules comme de 
l’ADN, contrairement à la perméabilisation électrique. Il peut y avoir plusieurs hypothèses 
expliquant cela :  
1. les pores formés par le DMSO sont peut-être de plus petite taille que les électropores 
car même si ces derniers sont initiés par une seule colonne d’eau, ils peuvent 
s’élargir tant que la différence de tension est appliquée ce qui n’est peut-être pas le 
cas des pores formés grâce au DMSO, 
2. l’absence de force électrophorétique dans le cas du DMSO ne permet peut-être pas 
de forcer des grosses molécules chargées à entrer dans la cellule, 
3. l’effet du DMSO affectant toute la surface de la membrane, quand cet effet est 
suffisamment important pour perméabiliser la cellule à de grosses molécules il 
entraîne une forte mortalité cellulaire. 
 
 Le DMSO n’entraîne pas, théoriquement, d’oxydation D.
des lipides comme lors de l’électroperméabilisation 
La perméabilisation longue durée (jusqu’à 50 min) observée dans le cas de 
l’électroperméabilisation de cellules et reposant sur l’oxydation des lipides membranaires ne 
peut pas être impliquée dans les mécanismes de perméabilisation du DMSO. En effet, le 
DMSO ne peut pas avoir d’effets oxydants comme les impulsions électriques sur les 
phospholipides car il n’est pas responsable d’oxydations. De plus, le DMSO a même des 
effets antioxydants 381 ce qui confirme que la perméabilisation des membranes biologiques 
dues à l’oxydation des lipides ne peut pas avoir lieu avec le DMSO. Par ailleurs, il est 
envisageable d’observer une perméabilisation des membranes plasmiques après le lavage 
des cellules pour éliminer le DMSO si les molécules de DMSO restent ancrées dans la 
bicouche lipidique même s’il existe un fort gradient en DMSO entre le bicouche lipidique et le 
milieu extracellulaire. Cependant cette question n’a pas été étudiée et reste en suspens. 
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 Notion de perméabilisation à une molécule donnée et E.
importance du système utilisé pour déterminer la 
perméabilisation 
Au cours des expériences nécessaires à la publication de l’article 1 de cette thèse, des 
expériences utilisant l’iodure de propidium (IP) ont été réalisées dans un premier temps 
avant d’utiliser du Yo-Pro qui a la particularité d’être plus petit que l’IP (375 Da pour le Yo-
Pro contre 541 Da pour l’IP). Ces deux molécules sont des marqueurs très utilisés pour 
démontrer la perméabilisation des cellules par la perméabilisation des cellules par les 
impulsions électriques. L’IP nécessitait des temps plus longs pour être internalisé que le Yo-
Pro et il semblait que l’IP ne rentrait que lorsqu’il y avait une mort cellulaire. L’entrée du Yo-
Pro a été visible plus précocement et dans des conditions où la viabilité cellulaire était moins 
affectée. Ces observations montrent donc que le choix du marqueur à utiliser est très 
important. Ici, il est possible que la taille du marqueur soit impliquée dans cette différence 
mais il est aussi possible que le nombre de molécules internalisées nécessaires pour obtenir 
un signal détectable en cytométrie en flux soit moins important pour le Yo-Pro que pour l’IP. 
Cette particularité ferait du Yo-Pro un marqueur de perméabilisation plus sensible que l’IP. 
De plus, l’entrée de l’eau et du Ca2+ a été observée pour des concentrations plus faibles de 
DMSO que l’entrée du Yo-Pro ce qui peut aussi être dû à la taille du marqueur utilisé et à la 
sensibilité de la méthode de détection. 
Au regard de ces résultats, il est important de prendre en compte la technique de détection 
de la perméabilisation lors de comparaison de résultats expérimentaux et de comparer ce 
qui est comparable. Le choix d’une technique ou d’une autre peut donc être à l’origine d’une 
variabilité importante dans les seuils de perméabilisation observés entre différentes études. 
Ceci est montré par l’article de Bowman et al. (2010) qui montre que des impulsions de 
600 ns et de 200 kV.m-1 permettent d’observer une internalisation de l’ion Tl+ sans que les 
ions propidium ou Yo-Pro ne soient internalisés 58. Cependant, d’autres articles montrent que 
ces marqueurs peuvent être internalisés après l’application de nanopulses ayant d’autres 
caractéristiques électriques. En effet, Vernier et al. ont montré que le Yo-Pro pouvait être 
internalisé par l’application de 30 impulsions de 4 ns et de 6MV.m-1 délivrées à 1kHz  66. De 
plus, Müller et al. (2001) ont montré que l’IP pouvait être internalisé par l’application d’une 
impulsion de 10 ou de 100 ns et de 15 MV.m-1. Cela montre bien que les conditions 
nécessaire à la perméabilisation de la membrane plasmique à ces différentes molécules sont 





II. Génération de pics calciques par l’application de 
différents types d’impulsions électriques 
 
Au cours de cette thèse, des pics calciques ont été générés sur différents modèles de 
cellules (cellules DC-3F et haMSC) en appliquant des impulsions microseconde et 
nanoseconde. 
 Importance du dispositif d’exposition A.
L’application d’impulsions électriques microsecondes n’entraîne pas de contraintes 
importantes en ce qui concerne le dispositif d’exposition (dans l’article 3 de cette thèse, deux 
tiges parallèles d’acier inoxydable et espacées de 5 mm ont été simplement disposées au 
fond de puits de plaques 24 puits et utilisées pour délivrer les impulsions microsecondes). 
Dans le cas des impulsions nanoseconde, il existe des contraintes électriques bien plus 
importantes et le choix du dispositif d’exposition est primordial. 
1) Possibilité de travailler à des champs très élevés et de 
n’appliquer qu’une seule impulsion 
Le dispositif qui a été développé au cours de cette thèse a la particularité de pouvoir 
supporter des voltages élevés (jusqu’à 8 kV ont été délivrés sur le dispositif) sans aucune 
dégradation des composants électriques. De plus, la faible distance entre les électrodes 
(300 µm et 150 µm) permet de générer un champ électrique très élevé, allant jusqu’à 
40 MV.m-1, ce qui n’a jamais été décrit dans la littérature avant la réalisation de ce dispositif. 
De plus, il a fallu prévenir la création d’arcs électriques en isolant toutes les parties du 
dispositif où une petite couche d’air pourrait séparer des zones connectées respectivement 
au cœur et à la gaine des câbles coaxiaux. 
L’intérêt de pouvoir travailler avec des impulsions nanoseconde avec des champs 
électriques très élevés est de pouvoir avoir des effets biologiques avec 1 seule impulsion et 
donc de s’affranchir du choix de la fréquence à utiliser quand plusieurs impulsions sont 
nécessaires pour observer un effet biologique sur les cellules. En effet, il a été démontré que 
lorsque des trains d’impulsions nanoseconde sont délivrés sur des cellules, le choix de la 
fréquence de travail est très important. En effet, des expériences conduites au sein du 
laboratoire par une collègue 382 ainsi que les travaux de Pakhomova et al. (2011) 383 montrent 
que l’efficacité de perméabilisation des impulsions électriques varie considérablement en 
fonction de la fréquence. Les fréquences inférieures à 1 Hz sont plus efficaces que les 
fréquences supérieures. De plus, en général, dans le domaine de la perméabilisation 
réversible ou irréversible par l’application d’impulsions électriques, on cherche à éviter les 
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phénomènes thermiques ; il faut aussi prendre ce paramètre en compte, surtout lorsque des 
hautes fréquences sont utilisées. Pour finir, l’application de hautes fréquences demande un 
suivi très fin des oscillations délivrées car il est possible que la tension chute au cours de la 
libération du train d’impulsions.  
Ce dispositif a été conçu pour être utilisé sur un microscope à épifluorescence. D’une part, la 
biopuce a été élaborée sur un support en quartz et d’autre part, un support a été développé 
pour l’adapter à un microscope à la place de la platine utilisée classiquement. Il est donc 
possible de visualiser des effets biologiques importants avec l’application d’une seule 
impulsion nanoseconde et donc de s’affranchir de ces contraintes. 
2) Intérêt de pouvoir travailler avec des cellules adhérentes 
ou attachées 
Il a été montré que les cellules attachées et les cellules adhérentes et étalées n’avaient pas 
les mêmes seuils de perméabilisation 144. Cette différence est due aux différences de 
géométrie des cellules lorsqu’elles sont sphériques ou étalées. L’utilisation de cuvettes 
d’électroporation permet de travailler avec un grand nombre de cellules en suspension mais 
pas avec des cellules adhérentes. Les électrodes à aiguilles peuvent être utilisées avec des 
cellules adhérentes ou des cellules en suspension mais ce type de dispositif d’électrodes ne 
peut être appliqué qu’à un très petit nombre de cellules et il pose le problème de 
l’homogénéité du champ appliqué. 
Le microdispositif qui a été développé au cours de cette thèse a donc différents avantages. 
Pour commencer, il permet de travailler avec quelques dizaines à quelques centaines de 
cellules. De plus, il permet de travailler avec des cellules adhérentes ou en suspension. Pour 
finir, le champ électrique appliqué est homogène entre les électrodes dans les canaux 
lorsque la lamelle utilisée pour fermer les canaux est posée au contact des électrodes. 
3) Importance de l’adaptation de l’impédance du système 
L’un des objectifs du travail de développement de ce dispositif était de réaliser un dispositif 
adapté au circuit électrique. Pour cela, il fallait que l’impédance du système soit la plus 
proche possible de 50 Ω en milieu conducteur (type S-MEM, MEM ou DMEM). L’équipe de 
l’ENS de Cachan a donc utilisé une géométrie permettant d’obtenir cette impédance lorsque 
le dispositif est fermé par une lamelle et que les canaux sont remplis avec du milieu de 
culture de conductivité de 1,4 S.m-1 (conductivité du S-MEM, du MEM ou du DMEM, par 
exemple). La longueur des électrodes est différente dans les deux modèles de biopuce 
(modèle à 150 µm entre les électrodes et modèle à 300 µm) pour garder l’adaptation à 50Ω. 
Cette longueur est de 3,5 cm pour le modèle avec un espace inter-électrodes de 150 µm et 
de 3 cm pour l’autre modèle.  
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L’intérêt de travailler avec du matériel adapté électriquement est de permettre d’utiliser au 
mieux les capacités du générateur d’impulsions nanosecondes. En effet, si le dispositif a une 
impédance très différente des 50 Ω, une partie du signal est réfléchie et il est considéré que 
la partie réfléchie du signal n’a pas affecté les cellules. Dans le cas du microdispositif 
présenté ici, seulement 5% du signal est réfléchi, ce qui montre que le dispositif a donc une 
impédance très proche des 50 Ω. 
 
 Importance du type d’impulsion utilisée dans la B.
génération de pics calciques 
Les articles 2 et 3 de cette thèse montrent que l’application d’une impulsion de 10 ns en 
présence de Ca2+ permet de générer des pics calciques chez les cellules DC-3F et haMSC. 
De plus, les haMSC présentent des oscillations calciques spontanées qui sont liées à leur 
état de différenciation. Ces oscillations sont contrôlées par le relargage du Ca2+ contenu 
dans le réticulum endoplasmique par l’intermédiaire des canaux couplés à des IP3R. 
L’augmentation du Ca2+ cytosolique est ensuite amplifiée par l’entrée de Ca2+ par les SOCC 
(majoritairement) et les VOCC (en moindre proportion). Il est donc intéressant d’essayer de 
reproduire ces pics pour mieux comprendre l’implication de ces variations de la 
concentration calcique dans le contrôle de la différenciation cellulaire. 
Il a déjà été montré dans la littérature que la forme des pics calciques générés par des 
impulsions nanosecondes en présence et en absence de Ca2+ étaient différentes 57 car les 
mécanismes impliqués ne sont pas les mêmes. L’article 3 de cette thèse montre qu’il est 
possible d’utiliser les impulsions nanosecondes et les impulsions microsecondes pour 
reproduire les oscillations calciques des haMSC si les bons paramètres électriques sont 
utilisés. 
La forme des pics calciques générés par l’application d’impulsions nanoseconde en 
présence de Ca2+ chez les haMSC dépend de l’amplitude du champ électrique appliqué. En 
effet, des impulsions avec des champs électriques compris entre environ 8 et 11 MV.m-1 
induisent des pics calciques de faible amplitude alors que des impulsions de 11 à 13 MV.m-1 
entraînent des pics calciques de plus grande amplitude ressemblant fortement aux 
oscillations spontanées. Lorsque des champs électriques de plus de 17 MV.m-1 sont 
appliqués, les pics calciques générés ont une forme différente : la base du pic présente une 
augmentation beaucoup plus brutale que les oscillations spontanées qui démarrent 
graduellement.  
Il semble que le champ électrique nécessaire à générer un pic calcique diffère selon le type 
cellulaire. En effet, il a fallu utiliser une impulsion de 28 MV.m-1 pour observer une 
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perméabilisation de toutes les cellules DC-3F situées dans le champ d’observation alors que 
pour les haMSC le champ nécessaire à perméabiliser 100% des cellules est plus faible 
(moins de 20 MV.m-1). 
Lorsque ces impulsions nanoseconde sont délivrées en l’absence de Ca2+, la base du pic 
induit présente une augmentation graduelle de la concentration calcique cytosolique pour 
des champs électriques compris entre 13 et 21 MV.m-1 et une augmentation plus brutale de 
la concentration calcique du cytoplasme pour des amplitudes de 21 MV.m1 et plus. Ces pics 
sont dus à la perméabilisation des organites intracellulaires impliqués dans le stockage du 
Ca2+ (principalement le réticulum endoplasmique). 
De plus, les pics induits en présence et en l’absence de Ca2+ et pour des champs électriques 
élevés (respectivement plus de 17 MV.m-1 avec Ca2+ et plus de 21 MV.m-1 sans Ca2+ 
extérieur) sont asymétriques car la pente correspondant à l’augmentation de la concentration 
calcique est plus forte que celle correspondant au retour à la ligne de base. Cependant, en 
termes de durée et d’amplitude, ces pics calciques induits par une impulsion nanoseconde 
en l’absence de Ca2+ sont comparables aux oscillations spontanées.  
Le troisième type de stimulation repose sur l’application d’une impulsion de 100 µs et de 
quelques dizaines de kV.m-1 en présence de Ca2+. Cela a pour conséquence de générer des 
pics calciques dont l’amplitude et la durée sont aussi très proches des oscillations calciques 
spontanées. Cependant, comme pour les impulsions nanoseconde, la forme de la base du 
pic dépend de l’amplitude du champ électrique appliqué. Pour des amplitudes de 15 à 
25 kV.m-1 une partie des cellules présentent des pics avec, à la base, une augmentation 
graduelle de la concentration calcique cytosolique comparable à la forme des oscillations 
spontanées. Pour une amplitude supérieure (31 kV.m-1) la forme de la base des pics est 
différente puisque la concentration calcique cytosolique augmente de manière brutale. En 
l’absence de Ca2+ extérieur, aucun pic calcique n’est généré par l’application d’une 
impulsions microseconde ce qui prouve que ces impulsions génèrent des pics calciques par 
l’intermédiaire d’une perméabilisation de la membrane plasmique et qu’elles n’affectent pas 
les organites internes. 
Il est donc possible de générer des pics calciques de différentes formes en utilisant ces trois 
protocoles pour étudier quel est le paramètre important de ces oscillations (forme de la base, 
forme générale, amplitude, durée) qui pourrait être impliqué dans la relation établie entre les 
oscillations spontanées et l’état de différenciation des haMSC. Les impulsions nanoseconde 
permettent de perméabiliser la membrane plasmique ainsi que la membrane du réticulum 
alors que les impulsions microseconde ne perméabilisent que la membrane plasmique. Il est 
possible d’envisager que les impulsions nanoseconde en présence de Ca2+ entraînent la 
libération du Ca2+ du réticulum endoplasmique ainsi que l’afflux de Ca2+ provenant du milieu 
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extracellulaire, ce qui se rapproche plus du mécanisme des oscillations spontanées que les 
autres techniques qui ne font appel qu’à un seul type de flux calcique.  
 Perméabilisation de la membrane plasmique pour C.
des champs électriques inférieurs à ceux 
nécessaires à la perméabilisation des organites 
Au début des années 2000, les premiers travaux sur les impulsions nanoseconde ont émis 
l’hypothèse que ces impulsions électriques ne perméabilisaient que la membrane des 
organites sans affecter la membrane plasmique car la durée de ces impulsions était 
inférieure au temps de charge de la membrane plasmique 384, 385, 386. En 2003, Vernier et al. 
ont montré que ces impulsions affectaient aussi la membrane plasmique en générant 
l’externalisation des phosphatidylsérines 56. Dans les années qui ont suivi, plusieurs 
publications ont montré que les impulsions nanoseconde perméabilisaient la membrane 
plasmique à des petites molécules et à des molécules de taille moyenne 66, 69, 137, 288, 387. De 
plus, des articles très récents ont montré que les conditions permettant de perméabiliser les 
membranes des organites permettaient aussi de perméabiliser la membrane plasmique 57, 310.  
L’article 3 de cette thèse montre qu’il est possible de perméabiliser la membrane plasmique 
ainsi que les organites responsables du stockage du Ca2+ (principalement le réticulum 
endoplasmique) en utilisant une seule impulsion de 10 ns et de l’ordre de grandeur de la 
dizaine de MV.m-1. Ces résultats suggèrent que le champ électrique à utiliser pour 
perméabiliser la membrane plasmique est plus faible que celui nécessaire à la 
perméabilisation des structures internes de la cellule. Ce résultat est cohérent avec les 
résultats de Semenov et al. (2013) qui ont aussi utilisé le Ca2+ comme marqueur de la 
perméabilisation du réticulum endoplasmique et de la membrane plasmique par des 
impulsions nanoseconde. La comparaison des seuils de perméabilisation est réalisable dans 
ces deux études car la molécule suivie pour déterminer la perméabilisation des différents 
types de membrane est la même (le Ca2+) et la méthode de détection est aussi la même 
(marqueur fluorescents du Ca2+ observé par microscopie).  
Cependant, les seuils de perméabilisation observés dans l’étude de Semenov et al. sont plus 
faibles (autour de 0,9 MV.m-1 en l’absence de Ca2+ et de 1,9 MV.m-1 en présence de Ca2+) 
que ceux présentés dans cette thèse (7,5 MV.m-1 en l’absence de Ca2+ et 9,5 MV/m-1 en 
présence de Ca2+). Deux explications peuvent être données. La première est que les 
impulsions utilisées dans l’article de Semenov et al. sont plus longues (60 ns) que celles 
présentées dans l’article 3 de cette thèse (10 ns). La deuxième explication est que les 
cellules utilisées sont différentes. Lorsque les cellules haMSC sont attachées au substrat 
elles ont une géométrie très aplatie et très étalée, ce qui est différent de la géométrie des 
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CHO qui sont plus compactes et la géométrie des cellules est un paramètre essentiel dans la 
détermination des seuils de perméabilisation (Cf. II. C. 3) b) ii). 
Dans l’étude de l’équipe de P.T. Vernier (2012) le Yo-Pro a été utilisé comme marqueur de 
perméabilisation de la membrane plasmique 310 et d’autres marqueurs ont été utilisés pour 
suivre la perméabilisation de la mitochondrie (la rhodamine 123, l’éthyle ester de 
tétraméthyle rhodamine et la calcéine dont la fluorescence est éteinte par le Cobalt). Cet 
article montre que l’application de cinq impulsions nanosecondes (ou plus) de 4 ns et de 




Il serait intéressant d’étudier le mécanisme de perméabilisation du DMSO encore plus en 
détail pour pousser la comparaison avec les impulsions électriques encore plus loin. Nous 
savons maintenant que la perméabilisation de la membrane utilise des mécanismes très 
proches et il était déjà connu que ces deux agents perméabilisants ont des effets fusogènes. 
Qu’en est-il de la perméabilisation des membranes des organites par le DMSO ou de 
l’externalisation des PtdSer par le DMSO ? Le DMSO étant une petite molécule, il est 
possible qu’après la perméabilisation de la membrane plasmique par le DMSO, cette 
molécule puisse entrer et affecter les membranes des organites. Cependant, il faudrait qu’il y 
ait suffisamment de molécules internalisées pour que cela se produise.  
Il pourrait être possible de combiner ces deux agents perméabilisants pour optimiser les 
résultats de perméabilisation. De plus, la confrontation des résultats de dynamique 
moléculaire avec des résultats expérimentaux in vitro faite dans l’article 1 de cette thèse ou 
dans l’article de Breton et al 71, par exemple, ont permis de valider les prédictions de la DM. 
Ces résultats laissent envisager que la DM pourrait devenir un outil puissant dans les 
années à venir pour expliquer différents mécanismes biologiques à l’échelle moléculaire. 
La génération de pic calciques induits par des impulsions nanoseconde ou des impulsions 
microseconde permet de micromanipuler les concentrations cytosolique du Ca2+ et des 
organites stockant cet ion comme le réticulum endoplasmique. Le Ca2+ étant impliqué dans 
de nombreuses voies de signalisation cellulaire (différenciation cellulaire, prolifération, 
apoptose, fécondation, …) cet outil pourrait avoir de nombreuses applications futures. En ce 
qui concerne les haMSC, il serait intéressant d’utiliser ces méthodes pour mieux comprendre 
les interactions entre les oscillations calciques spontanées et la différenciation de ces 
























I. Cellules et conditions de culture 
 DC-3F A.
Les DC-3F, des fibroblastes de poumon de hamster chinois 388 ont été cultivés dans du 
milieu MEM (milieu essentiel minimum ou Minimal Essential Medium en anglais) 
supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin, 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de 
streptomycine. Les solutions de culture cellulaire ont été achetées chez Life Technologies 
(Cergy-Pontoise, France) et le DMSO a été acheté chez Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, 
France). Les cellules ont été cultivées à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2 
et passées tous les deux ou trois jours avec respectivement une dilution au 1/10° ou au 
1/20°. 
 HaMSC B.
Les haMSC, des cellules souches mésenchymales humaines issues du tissu adipeux, ont 
été isolées à partir de lipo-aspirats de patients ayant donné leur consentement éclairé pour 
l’utilisation de ces cellules 389. Ces cellules ont été cultivées dans du DMEM (milieu de Eagle 
modifié par Dulbecco ou Dulbecco’s Modified Eagle Medium en anglais) supplémenté avec 
10% de sérum fœtal bovin, 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine. Les 
solutions de culture cellulaire ont été achetées chez Life Technologies (Cergy-Pontoise, 
France). Les cellules ont été cultivées à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2 
et passées tous les trois ou quatre jours avec une dilution au 1/2. La multipotence de ces 
cellules a été évaluée en analysant différents marqueurs de surface caractéristiques des 
hMSC (CD34, CD44, CD45, CD90, CD105) et en soumettant les cellules à des conditions de 
différenciation en adipocytes et en ostéoblastes 389. 
 
II. Microscopie 
 Observation morphologique et mesure de la taille A.
des cellules DC-3F exposées au DMSO 
L’observation de la morphologie des DC-3F en présence de différentes concentrations de 
DMSO a été faite avec un microscope confocal Leica TCS SPE avec un objectif ACS APO 
63x, 1,30 NA à immersion et le logiciel LAS AF version 2.4 (Leica, Allemagne). 
Pour la mesure de la taille des cellules, les images des DC-3F ont été prises avec un 
microscope inversé à épifluorescence Zeiss Axiovert S100 associé au logiciel Axio Vision 
version 4.6 et équipé avec une caméra Zeiss AxioCam Hrc (Carl Zeiss, Allemagne). Le 
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diamètre au temps T (DT) de la même cellule a été mesuré après 3 (D3 min), 10, 18, 26 et 33 
min d’incubation dans le DMSO. Le ratio DT/D3 min est reporté. 
Une image a été prise toutes les minutes entre 3 min et 33 min après la début de l’exposition 
aux différentes concentrations de DMSO. 
 Observation des pics calciques induits par les B.
impulsions nanosecondes sur les DC-3F 
Les cellules DC-3F ont été cultivées sur des lamelles de verre de 170 µm d’épaisseur 
pendant au moins 4h pour qu’elles adhèrent et s’étalent. Pour observer les effets des 
impulsions nanoseconde sur les cellules DC-3F les lamelles de verre ont été incubées 
30 min en présence de 5 µM d’un marqueur de Ca2+ fluorescent, le Fluo-4 AM (λex = 496 nm, 
λem = 515 nm, Life Technologies) à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2. Les 
lamelles ont été rincées trois fois avec du PBS (phosphate buffered saline) puis elles ont été 
placées au-dessus de la puce (le côté où les cellules ont été cultivées situé à l’intérieur du 
canal).  
Les images ont été prises avec un microscope inversé à épifluorescence Zeiss Axiovert 
S100 associé au logiciel Axio Vision version 4.6 et équipé avec une caméra Zeiss AxioCam 
Hrc (Carl Zeiss, Allemagne). 
 Observation des pics calciques induits par les C.
impulsions nanosecondes sur les haMSC 
Les cellules haMSC ont été cultivées sur des lamelles de verre de 170 µm d’épaisseur 
pendant au moins 24h pour qu’elles adhèrent et s’étalent. Pour observer les effets des 
impulsions nanoseconde sur les cellules haMSC les lamelles de verre ont été incubées 
30 min en présence de 5 µM d’un marqueur de Ca2+ fluorescent, le Fluo-4 AM (λex = 496 nm, 
λem = 515 nm, Life Technologies) ainsi qu’en présence de 375 nM d’un marqueur nucléaire 
fluorescent permettant de localiser facilement les noyaux cellulaires, le Hoechst 33342 (λex = 
350 nm, λem = 461 nm, Life Technologies) à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de 
CO2. En effet, ces cellules ont très étalées et moins repérables que les DC-3F en contraste 
de phase. De plus l’utilisation d’un marqueur nucléaire permet l’utilisation d’un logiciel 
informatique effectuant le détourage systématique des noyaux cellulaires. Les lamelles ont 
été rincées trois fois avec du PBS puis elles ont été placées au-dessus de la biopuce (le côté 
où les cellules ont été cultivées situé à l’intérieur du canal). 
Il n’y a pas de superpositions entre les fluorescences du Fluo-4 et du Hoechst 33342 car 
leurs longueurs d’ondes d’excitation et d’émission sont suffisamment éloignées. 
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Pendant les expériences, deux milieux de culture ont été utilisés : du DMEM et du S-MEM 
(milieu essentiel minimum pour culture en suspension ou suspension minimal essential 
medium en anglais). Le DMEM contient du Ca2+ alors que le S-MEM n’en contient pas. 
Les images ont été prises avec un microscope inversé à épifluorescence Zeiss Axiovert 
S100 associé au logiciel Axio Vision version 4.6 et équipé avec une caméra Zeiss AxioCam 
Hrc (Carl Zeiss, Allemagne). Une image a été prise toute les 10 secondes pour chaque canal 
pendant 15 à 40 minutes. Le temps minimal pendant lequel la lampe reste allumée est 
d’environ 500 ms mais pour minimiser l’illumination des cellules, un filtre de densité filtrant 
90% de l’intensité lumineuse (NE10B, Thorlabs, France) a été utilisé. 
Le marqueur nucléaire Hoechst 33342 a été utilisé pour suivre la position des cellules 
pendant la vidéomicroscopie. En fait, les noyaux ont été reconnus et suivis en utilisant le 
logiciel CellProfiler (Broad Institute, Cambridge, USA) qui permet la mesure automatique de 
l’intensité du signal de fluorescence sur chaque cellule de chaque image. 
 
III. Cytométrie en flux 
Quel que soit le marqueur de perméabilisation utilisé, les cellules DC-3F ont été incubées 
sous agitation constante grâce à un agitateur horizontal de plaques après l’ajout de DMSO 
pour empêcher leur attachement à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2. Pour 
chaque expérience 104 cellules ont été analysées avec un cytomètre en flux C6 Accuri (USA) 
à différents temps allant de 15 min à 3 h. 
Toutes les expériences ont été réalisées 3 fois et les résultats présentés sont des moyennes 
des différentes valeurs ± la déviation standard. 
 Perméabilisation au Ca
2+
 des cellules DC-3F en A.
présence de DMSO 
Des cellules DC-3F adhérentes ont été incubées pendant 30 min en présence de 5 µM de 
Fluo-4 AM (λex = 496 nm, λem = 515 nm, Life Technologies) à 37°C dans une atmosphère 
humidifiée à 5% de CO2. Après l’incubation, les cellules ont été rincées 3 fois au PBS. Puis 
les cellules ont été détachées du support de culture en utilisant une solution de Tryple 
Express (Life Technologies), centrifugées et re-suspendues dans du MEM contenant du 
DMSO entre 0% et 40% vol/vol (les ratios molaires entre le DMSO et l’eau correspondants 
allant de 0% à 14,5% mol/mol). 
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 Perméabilisation au Yo-Pro des cellules DC-3F en B.
présence de DMSO 
Les cellules DC-3F adhérentes ont été détachées du support de culture en utilisant une 
solution de Tryple Express (Life Technologies), centrifugées et resuspendues dans du MEM 
contenant 5 µM de Yo-Pro-1 (λex = 491 nm, λem = 509 nm, Life Technologies), utilisé comme 
un marqueur de perméabilisation membranaire, et du DMSO à différentes concentrations 
entre 0% et 40% vol/vol (les ratios molaires entre le DMSO et l’eau correspondants allant de 
0% à 14,5% mol/mol). 
IV. Montages électriques 
 Montage électrique du générateur à impulsions A.
nanoseconde et mesure des impulsions 
Un générateur commercial FID (FID, GmbH, Modèle FGP 10-ISM10, Burbach, Allemagne) 
gracieusement prêté par le Dr P. Leveque, XLIM, Limoges, dans le cadre des projets ANR 
NanopulseBioChip et IntCell. Ce générateur a une impédance de sortie de 50 Ω et a été 
utilisé pour exposer les cellules DC-3F et haMSC aux impulsions nanosecondes. Ce 
générateur délivre des impulsions monopolaires trapézoïdales avec une durée de 10 ns à la 
moitié de la hauteur de l’impulsion 69, 390, 391. Ce générateur délivre une tension d’amplitude 
comprise entre 3 kV et 10 kV et les impulsions formées ont des fronts de montée compris 
entre 0,4 et 0,6 ns. Les fronts de descente ont une durée comprise entre 1 et 1,5 nm. 
Dans le but de caractériser le signal incident ainsi que le signal réfléchi réellement appliqués 
aux cellules, un extracteur (245 NMFFP-100, Barth Electronics Technology, USA) a été 
connecté entre le générateur et le dispositif d’exposition en utilisant deux lignes de 
transmission 392. L’extracteur est un dispositif comportant trois ports. L’impédance de la ligne 
principale (i.e. la ligne reliant le générateur au dispositif d’exposition) est de 50 Ω alors que 
l’impédance du port permettant la mesure de l’impulsion (i.e. la ligne reliant l’extracteur à 
l’oscilloscope) est de 4950 Ω permettant la mesure des impulsions délivrés à l’échantillon 
avec un ratio 1 :100. Plusieurs atténuateurs coaxiaux (Radiall, Rosny Sous Bois, France) ont 
été utilisés entre l’extracteur et l’oscilloscope pour avoir une atténuation de 43 dB. Un 




 Montage électrique du générateur à impulsions B.
microseconde 
Des impulsions électriques trapézoïdales de 100 µs ont été générées en utilisant un 
CliniporatorTM (IGEA, Carpi, Italie). Le générateur a été connecté à deux électrodes 
composées de tiges parallèles d’acier inoxydable de 1 mm de diamètre et séparées par 
4 mm. Ces tiges ont été pliées parce que ces électrodes ont été construites pour entrer dans 
des puits de plaques 24 puits. Le système entier a été placé sous le microscope pour 
acquérir les images. 
V. Système d’exposition aux impulsions nanoseconde 
Le dispositif d’exposition correspond à une biopuce en quartz de 2 pouces et d’épaisseur de 
500 µm (ACM, France) sur laquelle des électrodes en or parallèles et séparées de 150 ou 
300 µm (selon les modèles) ont été déposées par électro-dépôt. Ces électrodes sont 
longues d’environ 3 cm et ont une hauteur de 25 µm. Autour de ces électrodes, un motif de 
SU8 de 100 µm d’épaisseur a été dessiné pour définir l’emplacement de la lamelle de verre 
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Article 4 : Robust, Efficient, and Practical 
Electrogene Transfer Method for Human 
Mesenchymal Stem Cells Using Square Electric 
Pulses 
 
Liew A, André FM, Lesueur LL, De Ménorval MA, O’Brien T and Mir LM 
Hum Gene Ther Methods. 2013 ; 24 : 1 
 
Cet article a été publié dans le cadre d’une collaboration avec une équipe irlandaise (Liew A 
and O’Brien T). Il relate un protocole in vitro d’électrotransfert de gène (pCMV-GFP) simple 
mais robuste et efficace appliqué à des cellules primaires, les hMSC. Deux types de hMSC 
ont été utilisés : des cellules issues de la moelle osseuse (les hbMSC) et des cellules issues 
du tissu adipeux (les haMSC). Le protocole utilisant des impulsions microseconde 
rectangulaires a été optimisé en augmentant la concentration en plasmide utilisée (52 µg de 
plasmide pour 100 µL de suspension cellulaire). De plus, l’efficacité de transfection a été 
améliorée par l’ajout de 50% d’eau dans le milieu de transfection (S-MEM) à l’origine d’un 
choc osmotique. Cette optimisation a permis d’atteindre un taux de transfection pouvant 
atteindre 95% et une viabilité de 70%. L’expression du gène transfecté était encore 
détectable jusqu’à un mois après la transfection. L’introduction non intégrative du plasmide 
pCMV-GFP n’a pas affecté les potentiels de différenciation de ces hMSC. 
De plus, l’électrotransfert de gène est un protocole beaucoup plus sûr que les transferts de 
gènes par méthodes virales qui peuvent, d’une part poser des problèmes de sécurité dus à 
l’intégration du gène d’intérêt (pour les virus intégratifs) et d’autre part, présenter des 
problèmes d’immunogénicité (pour tous les types de virus). 
 
J’ai participé à l’isolation des haMSC puis à la mise en place de la culture des haMSC et des 
hbMSC. J’ai aussi participé à la caractérisation des deux types de hMSC et à la mise en 
place du protocole de différenciation de ces cellules.  
Les cellules haMSC sont les cellules que j’ai utilisé pour le troisième article de ma thèse 
‘reproduction des oscillations calciques des haMSC par des impulsions électriques adaptées, 
















































Article 5 : Les impulsions électriques ultracourtes, 
de quelques nanosecondes : un outil pour manipuler 
l’intérieur des cellules et pour traiter les cellules 
cancéreuses 
 
De Ménorval MA, Mir LM 
Revue 3EI 
 
La revue 3EI est destinée aux professeurs ou industriels concernés par l’enseignement de 
l’électrotechnique et de l’électronique industrielle. Il a été demandé à une ancienne 
doctorante du laboratoire (le Dr. Aude Silve) de réaliser un dossier de plusieurs articles en 
français sur le thème de la biophysique et des effets des impulsions électriques sur les 
cellules et le vivant. J’ai donc pu participer à ce dossier en écrivant un article sur les 
impulsions électriques ultracourtes en insistant sur les aspects physiques. La version 
présentée ici n’est pas la version finale, il peut encore y avoir des modifications. 
Dans cet article, différents types de générateurs permettant de générer des impulsions 
ultracourtes (de quelques nanosecondes à quelques centaines de nanosecondes) ont été 
détaillés. Plusieurs types de commutateurs pouvant être utilisés pour générer des impulsions 
électriques ultracourtes ont aussi été décrits dans cet article. Le choix du commutateur 
dépend des contraintes électriques à satisfaire (durée, fréquence et amplitude des 
impulsions désirées). Les impulsions électriques ultracourtes peuvent être utilisées in vivo et 
in vitro ce qui nécessite de travailler avec des systèmes d’exposition adaptés à ces 
applications. Les principaux types de systèmes d’exposition existant ont été rapportés dans 
cet article. 
 
Une version antérieure de cet article a aussi été inséré dans le début de la partie III de 
l’introduction de cette thèse. Il permet de mieux situer le travail décrit dans le deuxième 
article de ma thèse (développement d’un système d’exposition pour les impulsions 
nanoseconde) et aussi de mieux situer les conditions expérimentales dans lesquelles j’ai 
réalisé le travail correspondant au troisième article de cette thèse (application d’impulsions 



































Manuel d’utilisation du dispositif développé dans le 
cadre de l’ANR NanoPulseBioChip. Protocole 
appliqué à l’étude des profils calciques. 
 
Au cours de ma thèse, j’ai été impliquée dans le développement d’un dispositif d’exposition 
aux impulsions nanosecondes dans le cadre d’une ANR (ANR-08-NANO-024 
NanoPulseBioChip) regroupant 4 équipes de recherche (ONERA, ENS Cachan UMR 8029, 
CNRS X-LIM UMR 7252 et CNRS IGR UMR 8203). Une partie de ce dispositif a été détaillée 
dans l’article 2 de cette thèse et il a aussi été utilisé dans l’article 3. 
Ce manuel a été rédigé à l’intention des personnes du laboratoire qui auront à utiliser ce 
dispositif ainsi qu’à celles qui voudront utiliser le protocole d’analyse des profils calciques 
que j’ai développé avec l’aide de Franck André. 
Ce manuel est découpé en plusieurs parties qui détaillent :  
 le protocole de préparation des cellules pour pouvoir utiliser un marqueur fluorescent 
du calcium, le Fluo-4 AM en association avec ce dispositif,  
 le montage du dispositif,  
 les réglages du montage électrique (nanopulseur et générateur de basses 
fréquences), 
 les réglages nécessaires à l’observation au microscope, 
 le démontage du système, 
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I. Préparation des cellules (dans le cas des MSC) 
 Qualité des cellules : A.
Travailler avec des cellules MSC âgées de moins de 10 passages, au-delà elles perdent 
progressivement leur multipotence. 
Eviter la confluence car certaines cellules commencent alors à se différencier spontanément 
en os (forme longiligne). 
 
 Etalement des cellules :  B.
Utiliser des lamelles stériles 10x32 mm ou 16x35 mm selon la puce utilisée (il fait que toute 
la partie parallèle du canal soit recouverte par la lamelle et s’il y a un emplacement défini 
dans la couche de SU8 de la puce il faut que la lamelle rentre dedans). Pour stériliser les 
lamelles, il faut travailler sous la hotte et les laisser tremper quelques minutes dans une boite 
de pétri avec de l’éthanol à 70% en vérifiant qu’elles ne se superposent pas. Aspirer l’alcool 
et grâce à une pince stérile (elle aussi désinfectée à l’alcool) placez les lamelles sur les 
bords de la boite de pétri (avec un angle d’environ 45°C) et les laisser sécher (15 min). 
Quand elles sont sèches, les mettre dans une boite de pétri que l’on n’ouvrira que sous la 
hotte). 
Prendre une boite de pétri 6 mm et disposer 2 gouttes de 10 µL de milieu dedans (Figure 
60). Grâce à une pince stérile prélever deux lamelles stériles et les poser sur les gouttes 
pour favoriser l’accroche. Rajouter par-dessus 150 000 cellules par boite de 6 cm de 
diamètre. S’en servir au minimum 4 heures après. 
 
Figure 60 : gouttes de milieu dans la boite de pétri 
Boite de pétri 
6cm
Gouttes de 10 µL de milieu 
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 Marquage des cellules : C.
Avec une aiguille recourbée et une pince stérile prélever l’une des deux lamelles de la boite 
de pétri et la mettre dans une Lab-Tek à une seul compartiment pour incuber les lamelles 
(10x32 et 16x35) dans moins de milieu. Rajouter 2mL de DMEM complet avec 10µL de 
Fluo4-AM (1mM) et 10µl de Hoechst 33342 (40µg/ml) (Fluo4-AM à 5µM final et Hoechst 
33342 à 0.2µg/ml ou 375 nM) pendant 30min dans le noir, à 37°C et 5% CO2. Faire trois 
lavages au PBS et remettre la lamelle en DMEM ou en S-MEM (selon l’expérience à faire 
par la suite) 
II. Préparation du dispositif NanopulseBioChip :  
A préparer pendant le temps d’incubation des cellules. 
 Enlever la platine du microscope A.
Lever le haut du microscope (partie avec le condenseur) vers l’arrière. Enlever les trois vis 
de la platine du microscope (Figure 61) (les ranger dans une boite pour ne pas les 
perdre).  
 
Figure 61 : platine du microscope de la salle de culture avec les flèches indiquant les 
vis à enlever pour la démonter 
Attention : lorsque l’on dévisse la platine il faut la soutenir car elle peut pencher vers 
le côté où les vis sont encore en place. 
Mettre la platine sur le côté gauche du microscope entre celui-ci et le contrôleur du CO2 en 
faisant attention de ne pas tirer sur les fils et de ne pas abimer le tuyau en plastique 
3 vis à enlever  
sur la platine 
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non plus. Absolument baisser les objectifs du microscope pour être sûr de ne pas les 
toucher en montant le bras 
 Installer le bras du dispositif B.
 
Mettre le bras sur le microscope : PARTIE A FAIRE 
OBLIGATOIREMENT A DEUX 
L’un prend le bras en tenant la plaque métallique du dessous (Figure 62). Ne jamais prendre 
par les blocs noirs ni la poutre du dessus au risque d’endommager les contrôleurs des 
mouvements en X, Y et la platines piézo-électrique. L’autre le suit en tenant tous les câbles.  
 
Figure 62 : bras du dispositif à placer sur le microscope 
Le premier dispose les vis du bras au-dessus de la barre métallique qui traverse la table du 




Figure 63 : barre métallique traversant la table du microscope 
Le deuxième visse les vis sans forcer (sinon les pas de vis risquent d’être abîmés).  
 
 Connexion du dispositif au boitier des contrôleurs C.
micrométriques en x et en y 
Lorsque le bras est bien fixé, brancher les deux câbles venant des deux boitiers noirs les 
plus en bas au boitier beige sur l’étagère à gauche de la pièce. Les brancher dans les deux 
prises les plus à droite en branchant bien le câble avec le scotch bleu dans la prise avec le 






avec les vis du 
bras 
 
 Bouton ON/OFF 
Bouton permettant de  
bouger le dispositif dans  
l’axe x 
Bouton permettant de  





Figure 64 : boitier du contrôleur pour les mouvements micrométriques en x et en y. A. 
vue de devant. B. vue de derrière 
Allumer le bouton ON/OFF derrière le boitier des contrôleurs. Laisser le programme se 
lancer puis appuyer sur le bouton ON/OFF de la face avant (bouton en bas à gauche) pour 
activer les deux voies (voie x et voie y). Utiliser les boutons de la face avant (Figure 64 A) 
pour faire bouger le dispositif dans l’axe des x ou des y. Le bouton de droite permet d’aller à 
droite à vitesse réduite, celui de gauche permet d’aller à gauche à vitesse réduite et si l’un 
des deux boutons est enfoncé avec le bouton du milieu, cela permet de bouger à vitesse 
maximale. 
N.B. : avant de commencer l’expérience, faire bouger le bras à l’aide des contrôleurs vers les 
positions extrêmes pour vérifier que ça ne touche par le microscope (ce qui pourrait arriver si 
quelqu’un avait déplacé le microscope) car cela endommagerait le dispositif. 
 Installer le support en cuivre avec la biopuce D.
 
Quand les câbles sont branchés installer le support en cuivre sur le dispositif. NE 
JAMAIS FORCER.  
 
Figure 65 : vue du dessus de support en cuivre avec la biopuce montée dessus 
Prise pour brancher le  
câble du contrôleur en  
x (avec le scotch bleu) 
Prise pour brancher le  
câble du contrôleur en  
y (PAS de scotch bleu) 
  Bouton ON/OFF 
Pattes en plexiglas 
Support en cuivre 
Connecteur SMA 
Biopuce en quartz 
Electrodes parallèles en or 
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Visser les petites vis sous le support sur la poutre en métal pour fixer le support (Figure 66). 
 
Figure 66 : vue de côté du support pour visualiser les vis à visser 
Disposer 200 µL de milieu sur les électrodes avec un cône en plastique sans racler les 
électrodes (attention très fragile) et de manière à couvrir les électrodes avec du milieu (à 
choisir selon la manip à faire) sur toute la longueur. Les bulles dans le canal entre les 
électrodes constituent l’ennemi de cette expérience… Toujours avec une pince prendre 
la lamelle avec les cellules marquées et la disposer sur la puce en mettant les cellules dans 
le canal (rotation de 180° par rapport à la position de la lamelle dans la Lab-Tek). Disposer 
les petites pattes en plexiglas (Figure 65) sur la lamelle pour que cette dernière soit en 
contact direct avec les électrodes. Attention les cellules en dehors du canal sont 
surement écrasées lorsque la lamelle est aplatie sur les électrodes. NE PAS 
REPOSITIONNER LA LAMELLE APRES L’AVOIR PLAQUÉE AUX ÉLECTRODES. Les 
seules cellules avec lesquelles il faut travailler sont celles entre les électrodes donc il ne faut 
pas faire glisser la lamelle sur la puce une fois que les pattes en plexiglas ont été mises car 
sinon on risque de travailler sur des cellules endommagées. 
III. Réglage du nanopulseur FID et du GBF 
 Branchements A.
Du FID part un gros coaxial noir connecté à l’extracteur BARTH (Figure 67) (40 dB donc 
atténuation de la tension d’un facteur 100). Une série d’atténuateurs est connectée à 
l’extracteur (3dB puis 2x 10 dB puis 20 dB). Il y a donc 83 dB d’atténuation en tout. 
ATTENTION IL NE FAUT JAMAIS ENVOYER PLUS DE 2V 
DANS L’OSCILLOSCOPE en mode 50Ω (utilisation la plus classique avec le 
FID).  
N.B. : L’atténuateur avec l’atténuation la plus faible doit être mis le plus près de l’extracteur 
BARTH et celui qui atténue le plus doit être mis le plus loin (c’est pour éviter que les 
atténuateurs ne chauffent trop puisqu’une partie de l’énergie est dissipée en énergie 




thermique donc quand il y a une forte atténuation sur une grande tension c’est là que ça 
chauffe le plus). 
Les atténuateurs sont connectés à un câble SMA qui va dans l’oscilloscope LeCroy. L’autre 
extrémité de l’extracteur est connectée au support en cuivre par l’un des connecteurs SMA 
(On ne le branche que d’un côté et il faut vérifier que c’est le côté où les petites lamelles de 
cuivre sont bien mises pour connecter ce côté à la puce). 
 
Figure 67 : montage électrique 
Un petit câble coaxial relie la sortie Trigger du FID au GBF (sortie outpout). Le bouton MODE 
du FID doit toujours être sur « external » pour qu’il soit déclenché par le GBF (Figure 68). 
 
Figure 68 : Le nanopulseur FID 
Allumer l’oscilloscope LeCroy, le GBF Agilent et le nanopulseur FID. 
 Réglage du GBF B.
A l’allumage du GBF le bouton SIN est allumé. Cliquer sur PULSE (Figure 69 A.). Puis 
appuyer deux fois sur le bouton sous Amp/High Level pour que High Level soit sélectionné et 
Oscilloscope LeCroy 
GBF (Générateur de basses  
fréquences) Agilent 
Nanopulseur FID 
Extracteur BARTH (atténuation de  
40 dB soit atténuation par 100) 
Atténuateurs 3dB puis 2x10 dB  
puis 20dB  
Connecteur SMA vers le support  
en cuivre 
Bouton MODE à toujours laisser  
sur « External » 
Bouton FREQUENCY à ne pas  
toucher 
Petit coaxial reliant le FID au GBF 
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entrer 5 V (Figure 69 B.). Puis appuyer sur le bouton sous Offset/Low Level pour 
sélectionner Low Level et régler à 0 V (Figure 69 C.). Presser BURST puis TRIGGER PUIS 
OUTPOUT (Figure 69 D.). Jusque là aucun pulse n’était délivré. A partir de ce moment-là à 









Figure 69 : Réglage du GBF. A. Réglage de la forme du signal. B. Réglage du niveau 
maximal du signal. C. Réglage du minimum du signal. D. Passage en mode « burst » et 
réglage du déclenchement 
 Test de fonctionnement C.
Toujours faire un test avec une lamelle sans cellules et du milieu pour vérifier que le 
montage est OK et pour régler l’amplitude du pulse si besoin. Déposer 200 µL de milieu en 
déposant quelques gouttes sur la largeur du canal et les faire se regrouper pour que toute la 
longueur de piste parallèle soit recouverte. Attention de ne pas toucher les pistes avec le 
cône de la pipette pour ne pas endommager les pistes. 
 Remarques D.
Le bouton d’amplitude du FID ne doit jamais dépasser l’horizontale à droite (2 crans avant le 
maximum) lorsque l’extracteur BARTH est connecté derrière car il ne supporte pas la tension 
maximale du FID. 
Des atténuateurs haute tension (Figure 70) peuvent être ajoutés à la sortie du FID pour 
diminuer la tension délivrée par le FID (3 dB, 8 dB, 10 dB et 26 dB). 




Figure 70 : atténuateurs haute tension (8dB et 26 dB) 
 
L’oscilloscope doit toujours être éteint puis débranché après la fin des expériences (pour 
éviter qu’il ne soit abîmé s’il y a de l’orage, il coûte très cher). 
IV. Observation au microscope (optimisation pour les 
MSC): 
Faire le film après 30min d’incubation en Fluo 4, éviter d’attendre plus longtemps car la 
durée de vie du Fluo 4 semble limitée (oscillations non détectables après 2 heures et 
diminuant avec le temps). 
N.B. : même si la caméra est capable de faire une acquisition sur 1 ms d’exposition, le 
contrôleur des lampes laisse passer la lumière pendant à peu près 500 ms au minimum donc 
pour diminuer l’énergie lumineuse envoyée sur les cellules il faut utiliser un filtre 
Il est possible d’utiliser un filtre de densité permettant d’atténuer l’intensité de la lumière 
fluorescente pour éviter la phototoxicité due à la prise d’images répétée pendant une longue 
période. Nous disposons de trois filtres de densité Thorlabs permettant de filtrer 50%, 90% et 
99% de l’intensité lumineuse). Demander à Jean-Rémi Bertrand ou à Franck André pour 
monter ces filtres. Par exemple, l’utilisation du filtre 90% permet d’observer les oscillations 
calciques des MSC pendant plus d’une heure sans voir d’atténuation de ces oscillations. 
 Réglages : A.
Objectif 10x (permet de voir beaucoup de cellules, sans qu’elles soient trop petites et 
possède une grande profondeur de champ qui donne une image stable sur le temps) 
Bining/résolution : 1388x1040 en noir et blanc (économise de la place et logiciels d’analyse 
fonctionnent avec images en noir et blanc), résolutions supérieures obtenues par scanning 
multiplie énormément le temps d’exposition empêchant la prise de photos fréquentes et 
pouvant potentiellement perturber les cellules ou photoblanchir le marqueur. 
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Gain : index de 1 à 3 (à évaluer selon l’expérience). Un index de plus de 3 génère une image 
de mauvaise qualité. Bien noter à chaque fois quel index a été utilisé pour pouvoir comparer 
les expériences.  
Réalisation de la référence du noir (Black reference) : cliquer sur Live Properties, puis 
général, puis black reference (il faut faire ce réglage sur une image noire en mettant la tirette 
de gauche sur la position permettant de voir l’image dans les oculaires). Ce réglage permet 
de corriger les pixels morts de la caméra. 
Temps d’expositions : 
Hoechst 33342 : 500ms (filtre HCA) 
Fluo 4 : 500ms (filtre FITC) 
N.B. : ce sont les temps minimaux dans l’installation actuelle mais s’il est possible de faire 
moins long à l’avenir (si du nouveau matériel est installé), il vaut mieux raccourcir ces temps. 
1 photo toutes les 10 à 15s 
Filmer sur au moins 15 à 30 min 
Enregistrer Stack en .zvi en 48 bit RGB Color (format d’origine) 
V. Démontage du dispositif 
 
Les puces doivent être nettoyées à l’eau distillée en utilisant un mouchoir « KimTech » qui 
ne laissera pas de poussières de papier dans le canal. Eviter l’alcool qui risque de fixer les 
débris cellulaires. Possibilité de laisser tremper les puces dans de la tripsine pour essayer de 
les nettoyer sans risquer d’abimer l’or. 
Pour le nettoyage du système :  
1. enlever le milieu qui était autour avec un papier KimTech (qui ne laisse pas de 
particules et ne raye pas), 
2. enlever la lamelle en s’aidant d’une aiguille dont le bout est recourbé (attention de 
ne pas rayer les pistes), 
3. tamponner la puce au niveau des électrodes avec un KimTech sec (ne pas frotter), 
4. imbiber le Kimtech avec de l’eau distillée et tamponner toute la puce pour retirer les 
traces de milieu, 
5. sécher le dispositif en tamponnant avec un papier KimTech sec. 
 
Déconnecter les câbles du boitier beige qui contrôle le mouvement.  
Déconnecter le câble SMA du support en cuivre. 
Dévisser les vis du support en cuivre et l’enlever délicatement pour le ranger dans la boite en 
plastique transparent collée sur le chariot roulant. Fermer cette boite avec le couvercle pour 
éviter que des objets puissent tomber sur les puces et les casser. 
LE BRAS DOIT ÊTRE DÉMONTÉ À DEUX. Une personne tient le bras 
pendant que l’autre dévisse les vis et suit le premier avec les câbles. Le bras doit être placé 




Remonter la platine du microscope avec les trois vis. 
Eteindre le microscope. 
VI. Changement de puce 
 
Cette étape doit être faite avec beaucoup de minutie car c’est la 
partie la plus fragile de tout le montage. 
Caler le support pour qu’il ne bouge pas (mettre quelque chose soit la partie la plus fine du 
dispositif, celle où il n’y a pas la grosse pièce métallique pour fixer le dispositif au bras du 
microscope).  
Dévisser les petites vis en plastique blanc qui retiennent les pattes de cuivre faisant le 
contact. Mettre ses doigts entre les vis et la puce pour que les doigts retiennent le 
tournevis si celui-ci ripe (ce qui arrive souvent car la tête des vis est bombée). 
Enlever les pattes de cuivre avec une pince en faisant attention de ne pas rayer les pistes. 
Dévisser les vis du pont (toujours en mettant sa main pour protéger la puce au cas où le 
tournevis ripe. 
Faire glisser le pont. 
Enlever délicatement la puce en poussant pas le bas. 
Attention, la puce peut être un peu collée au support à cause de 
l’isolant en silicone ou de gouttes de milieu qui seraient passées 
entre ces deux pièces. Dans ce cas, il faut appuyer de manière très 
homogène sur toute la surface de la puce pour ne pas concentrer 
toute la pression sur une seule zone, ce qui risquerait de casser la 
puce. 
Nettoyer la puce et le support pour enlever le silicone avec un KimTech. 
Avant de placer la nouvelle puce, mettre une goutte de silicone (pâte B 431 Rhodia) avec un 
cône (qui sert de pinceau) sur le support en cuivre au niveau de la zone qui sera recouverte 
pour le pont. Il peut y avoir des claquages dans cette zone s’il y a de l’air au lieu de l’isolant. 




Remettre le pont en place et visser (toujours en faisant attention à ce que le tournevis ne 
puisse pas riper sur les pistes). 
Remettre les pattes en cuivre en faisant attention à ne pas mettre d’isolant sur les extrémités 
en les mettant en place (sinon le contacte ne se fera plus). 
Visser les vis sur les pattes jusqu’à ce qu’il y ait contact entre les pattes et la puce mais pas 
plus (sinon les pattes s’écrasent et les extrémités se relèvent ce qui peut empêcher le 
contact). Il faut juste que les pattes soient immobilisées mais il ne faut pas forcer. 
Vérifier que le courant passe avec le multimètre. 
VII. Analyse des images 
 Exporter les images A.
Exporter en TIF sous axiovision (cliquer sur Fichier, puis Export) : 
 Mode « Tous » 
 NE PAS utiliser les couleurs pour les canaux (image couleur inutilisable par le 
programme d’analyse après) 
 Cocher « Utiliser le nom des canaux » 
 NE PAS cocher « générer des images fusionnées » 
NE PAS cocher « générer uniquement des images fusionnées » 
 Compression 0% 
 NE PAS cocher « Echelle de gris » (perte de résolution possible) 
 NE PAS convertir en 8bit (perte de résolution entraînant un effet d’escalier dans les 
graphs après analyse) 
 NE PAS cocher « appliquer le rendu » (évite d’avoir des images d’intensités variables 
si des modifications du Gamma/luminosité/contrastes ont été faites) 
 NE PAS cocher « inscrire les annotations » (créer des objets qui perturberont le 
logiciel d’analyse) 
 Détourage des noyaux B.
Utiliser le logiciel CellProfiler 
Cell Profiler peut détourer les noyaux, les cellules et le cytoplasme. Cependant le détourage 
des cellules n’est pas parfait et la zone détourée est plus ou moins grande en fonction de 
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l’intensité de fluorescence. L’analyse des oscillations de calcium se fait sur le noyau repéré 
grâce au Hoechst 33342 car il y a moins de variabilité que lors du détourage du cytoplasme 
(le détourage change beaucoup selon l’intensité de fluorescence puisqu’il y a un seuil). Pour 
détourer les cellules etc, charger le pipeline « Pipeline Detourage noyau». 
Load Pipeline « Pipeline Detourage noyau » 
Sélectionner les bons « Input folder » (où se trouvent les images exportées sous AxioVision) 
et « Output folder »(où les résultats doivent être placés). 
Attention il peut y avoir des extensions .TIF et .tiff et il faut que l’extension du fichier à traiter 
soit exactement la même que celle notée dans le module Load images (modifier dans ce 
module si ce n’est pas identique, ne pas modifier l’extension du fichier à traiter).  
Faire d’abord un test run en affichant l’étape Identify Primary Object pour vérifier que les 
paramètres de détection des noyaux sont optimaux. Les modifier si nécessaire. Changer les 
diamètres min et max si certains noyaux sont exclus car trop gros ou trop petits. Diminuer le 
« threshold correction factor » si aucun noyau n’est détecté (1.0), l’augmenter si trop de faux 
positifs sont détectés (1.6) 
Une fois les paramètres au point, annuler le test run et cliquer sur « Analyze images » 
L’analyse prend environ 5 min pour 10 images (soit 45min pour un film de 15min avec une 
image toutes les 10s, soit 90 images) 
Le programme crée des images tif du détourage des noyaux au cours du temps visibles sous 
XnView ainsi que des fichiers de données en .csv visibles sous Excel et utilisables par 
Grapher et Matlab. Le fichier Image.csv contient les infos relatives à la précision du 
détourage (nombre de noyaux comptés, perdus, apparus, etc.) et le fichier Nuclei.csv les 
intensités en Fluo 4 des noyaux au cours du temps. 
NE SURTOUT PAS METTRE D’ACCENTS OU DE CARACTÈRES 
SPÉCIAUX DANS LE CHEMIN DES FICHIERS D’ENTREE OU DE 
SORTIE SINON CELL PROFILER PLANTE. 
Note : Le programme Matlab SpectralAnalysis filtre les données, il retire toutes les cellules 
qui sont apparues après la première image et aussi les cellules qui n’ont pas le bon nombre 
de mesures (N.B. : une cellule qui serait comptée 2 fois sur une image et 0 sur une autre 
aurait malgré tout le bon nombre de mesures et serait gardée, désorganisant toute la matrice 
et les résultats).  
Il est important de vérifier l’absence de doublons dans la matrice « sorting » sous Matlab (fait 
automatiquement par le programme).  
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VIII. Analyse des données et tracé des courbes 
 
Il est plus simple d’utiliser Matlab pour tracer les courbes de profils calciques mais il est 
aussi possible d’utiliser Grapher donc les deux possibilités sont décrites ici. 
 Sous Grapher A.
Ouvrir le fichier « Template Oscillations Calcium.grf » (modèle sous Grapher). 
Sélectionner le fichier Nuclei.csv à analyser et cocher « Use this worksheet for remaining 
items » (les 89 graphs préfaits du modèle). Le séparateur n’est pas reconnu par Grapher et 
les données mises en une seule colonne. 
Ouvrir le fichier Nuclei.csv sous Excel. 
Remplacer tous les points par des virgules (en faisant un « remplacer » . par ,) et copier les 
données dans Grapher à la place des anciennes. Dans Grapher, sélectionner tous les Plots 
et modifier le « Step row value » en fonction du nombre de cellules comptées. Modifier les 
propriétés de l’axe (Tick Labels) cliquer sur Date/time settings et changer l’Axis increment si 
besoin (0.1 pour des photos prises toutes les 10s et 0.06666 pour toutes les 15s). 
Cette procédure permet d’obtenir un graphique où les courbes des profils calciques de 
toutes les cellules de l’expérience sont représentées. Il est ensuite possible de cocher ou 
décocher certaines courbes pour les analyser en détail. 
 Sous Matlab en utilisant le programme d’analyse de B.
fréquences par transformée de Fourier sous Matlab 
 
Un programme d’analyse de fréquence, nommé SpectralAnalysis-v3, a été modifié par 
Franck André et lors de l’analyse des suivis de calcium nous l’utilisons seulement 
partiellement. 
Placer le fichier DefaultOUT_Nuclei.csv dans le répertoire du programme Matlab. Exécuter le 
fichier SpectralAnalysis.m sous Matlab (Au cours du programme, appuyer sur « Entrée » ou 
cliquer sur OK pour passer à l’étape suivante). 
Dans la fenêtre qui apparait : 
 vérifier que le délai entre chaque image est bien le bon (10s ou 15s, etc) 
 Ouvrir le fichier DefaultOUT_Nuclei.csv sous Excel et regarder le nombre de lignes et le 
renseigner dans la 3ème ligne de la fenêtre pop-up du programme Matlab. Il faut mettre ce 
nombre moins 1 dans la fenêtre de dialogue (car le programme commence par 0 alors 
que les lignes d’Excel commence par 1). 
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Le logiciel ouvre une fenêtre avec une courbe affichée. Cliquer sur la croix pour fermer cette 
fenêtre et éviter que la suite du programme ne se déroule. Toutes les courbes s’affichent sur 
un même graph. Sauvegarder en .fig. 
Cette procédure génère donc un fichier (.fig) affichant toutes les courbes des profils 
calciques de toutes les cellules de l’expérience Il est ensuite possible de cocher ou décocher 
certaines courbes pour les analyser en détail. 
 
 
